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Opfindelsens omrSde 

Den foreliggende opfindelse angSr en fremgangsmSde til reduktion at 
indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter 
en stor maengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse af en 
phospholipase. 

Den foreliggende opfindelse angdr yderiigere et enzym rned phospholipase- 
akttvitet. en klonet DNA-sekvens, der koder for enzymet med phospholipase- 
aktivitet, en fremgangsmSde til frembringelse af enzymet og anvendelse af 
naevnte enzym til en raekke industrielle formal 

Opfindelsens baoqrund 

Enzymatisk degumme rinq af soiseolier. som omfatter en relativ stor maenade 
ikke-hvdrerbart phosohorindhold 

Anvendelsen af phospholipase til enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret spiseolie (US 5 264 367, Metallgesellschaft, Rohm) til at 
reducere phosphorindholdet I naevnte vanddegummeret spiseolie er velkendt. 

Denne proces kan imidlertid forbedres yderiigere, isaer til udfprelse af 
enzymatisk degummering af spiseolier, som omfatter en stor maengde ikke- 
hydrerbart phosphor (NHP) og/eller relativt store maengder af mucilago. 

Falgeligt er et formal for opfindelsen at tilvejebringe en fremgangsmSde til at 
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i sSdanne olier, 
hvor naevnte fremgangsmSde omfatter anvendelse af en phospholipase. 

En phospholipase ifalae opfindelsen 

Phospholipider, sSsom lecithin eller phosphatidylcholin, bestir af glycerol, der 
er esterificeret med to fedtsyrer i den ydre (sn-1) og den midterste (sn-2) 
position og esterificeret med phosphorsyre i den tredje position; 
phosphorsyren igen kan vaere esterificeret til en aminoalkohol. Phospholipaser 
er enzymer, der tager del i hydrolysen af phospholipider. Adskillige typer af 
phospholipase-aktivitet kan skelnes fra hinanden, herunder phospholipaseme 
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Ai (PLAi) og A2 (PLA2). som hydrolyserer 6n fedtsyregruppe (i henholdsvis sn- 
1- og sn-2-positionen) til frembringelse af lysophospholipid, og 
lysophospholipase (eller phospholipase B (PLB)), som kan hydroiysere den 
resterende fedtsyregruppe i lysophospholipid. 

5 

Denne opfindelse angir biandi andet en phospholipase fra en tridsvamp, som 
har evnen til at hydrolysere den ene og/e!ler begge fedtsyregrupper i et 
phospholipid (det vil sige fremviser PLA- og/eller PLB-aktivitet). 

10 Tidligere karakteriserede PLA- oo/eller PLB-enzvmer fra svampe 

Talrige referencer beskriver karakteriseringen af svampe-phospholipaser. For 
at gore det lettere at f4 et overblik over status inden for omrSdet, er 
referenceme bleyet grupperet i to afsnit. 

15 

Afsnit 6t vedrarer referencer, som beskriver identificeringen af svampe- 
phospholipaser, som man aktuett ikke mener er beslaegtede med svampe- 
phospholtpasen ifolge den foreliggende opfindelse. Disse referencer er 
hovedsageligt indbefattet for at sammenfatte status inden for omrSdet 
20 karakterisering af svampe-phospholipaser. 

Afsnit to vedrorer referencer, som beskriver karakteriseringen af svampe- 
phospholipaser, som menes at vaere relevante for svampe-phospholipaserne 
if0lge den foreliggende opfindelse. 

25 

Afsnit 6t 

Enzymer med phospholipase A- og/eller B-aktivitet er blevet fundet i forskellige 
svampekilder, herunder Penicillium notatum (der ogsS er kendt som P 

30 chrysogenum\ N. Kawasaki, J. Biochem. 77:1233-44, 1975; N. Masuda et ah, 
Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991), P. cyclopium (Process Biochemistry 
30(5):393-401, 1995), Saccharomyces cerevisiae (M. Ichimasa et al., Agric. 
Biol. Chem. 49(4): 1083-89, 1985; F. Paultauf et al., J. Biol. Chem. 269:19725- 
30, 1994), Torvlaspora delbrueckii (gammelt navn Saccharomyces roser, Y. 

35 Kuwabara, Agric. Biol. Chem. 52(10):2451-58, 1988; FEMS, Microbiol. Letters 

124:29-34), Schizosaccharomyces pombe (H. Oishi et al., Biosci. Biotech. 
Biochem. 60(7): 1087-92, 1996), Aspergillus niger (Technical Bulletin, G- 
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zyme™ G999, Enzyme Bio-Systems Ltd.; Process Biochemistry 30(5):393-401 
(1995)) og Corticium centrifugum (S. Uehara et al., Agric. Biol. Chem 
43(3):51 7-525, 1979). 

Afsnit to 

EP 575133 A2 beskriver isoleringen og karakteriseringen af en svampe- 
phospholipase A1, som er opnaet fra Aspergillus, og anvendelsen deraf til 
industrielle formal 

Der er ingen sekvensinformation (hverken DNA- eller aminosyre-) indbefattet i 
ansogningen, ej heller er nogen strategi eller noget forslag til kbning af noget 
af Aspery/7/us-phospholipasen beskrevet eller anfort i ansogningen. 

Tsung-Che et al. (Phytopathological notes 58:1437-38 (1968)) beskriver kort 
karakteriseringen af en phospholipase fra Fusarium solani. 

EP 130 064 beskriver en isoleret fraktion af et fermerrteringsmedium, der 
fremviser lipase-aktivitet, som er opnaet fra stammen Fusarium oxysporum 
DSM 2672. Ydermere er anvendelsen deraf i detergentsammensaetninger 
beskrevet. EP 130 064 beskriver imidlertid ikke denne fraktion som 
fremvisende phospholipase-aktivitet. 

WO 96/13579 beskriver en lipase, som er opnaet fra stammen Fusarium 
culmomm CBS 513.94, herunder dens N-terminale sekvens. 

WO 96/13579 beskriver imidlertid ikke noget enzym, som fremviser 
phospholipase-aktivitet 

En cDNA-sekvens, som koder for en lipase fra Fusarium heterosporum er 
beskrevet (Cloning and nucleotide sequence of cDNA encoding a lipase from 
Fusarium heterosporum, J. Biochem. 116:536-540. 1994). Denne sekvens 
menes aktuelt at vajre den DNA-sekvens, der er mest beslaegtet med en 
klonet DNA-sekvens ifokje opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med 
tidlkjere kendt materiale" (se nedenfor)). Denne reference beskriver imidlertid 
ikke noget enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet. 
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En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum, 
er beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne klonede DNA- 
sekvens har imidlerlid meget begraanset homologi med en DNA-sekvens ifakje 
opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med tidligere kendt materiale" (se 
nedenfor)). 

Industriel anvendelse af phospholipaser 

En raekke anvendelser af phospholipaser er kendte, sasom anvendelse af 
phospholipase i for eksempel enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret olie (US 5 264 367, Metalkjesellschaft, Rohm), behandling 
af stivelseshydrolysat (isaer fra hvedestivebe) til forbedring af filtrerbarheden 
(EP 219 269, CPC International), som tilsaetningsstof til breddej til at forbedre 
brodets elasticitet (US 4 567 046, Kyowa Hakko), og_ til Jremstilling _af 
lysolecithin med specielle emulgerende egenskaber. 

Aktuelt anvendes phospholipasen Lecitase® (Novo Nordisk A/S) kommercielt 
til for eksempel degummering af olier. Lecitase® er et mammalia-enzym. som 
er opnaet fra svinepancreas. 

Det er velkendt, at det er muligt at danne svampeenzymer rekombinant med 
opnaelse af industrielt okonomisk acceptable udbytter, isaer fra tradsvampe. 

Folgeligt er det et formal for denne opfindelse at tilvejebringe en forbedret 
phospholipase til anvendelse for eksempel i processerne, der er beskrevet 
ovenfor. 

Det er endvidere et formal for den foreliggende opfindelse at beskrive 
processer og fremgangsmader til rekombinant produktion med industrielt 
acceptable udbytter af en phospholipase, som er opnaet fra en tradsvamp. 

Sammendraq af opfindelsen 

Vanddegummering af spiseolier udferes ved hjaelp af ekstraktion med vand. 
Ved denne behandling efterlades en del af phosphatideme i olien. Denne del 
beskrives ved hjaalp af faellesbetegnelsen "ikke-hydrerbare phosphatider" 
(NHP). Ved produktionen af olier er det essentielt at flerne NHP-indhotdet (US 
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5 264 367). 

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til fjemelse af 
NHP-indholdet i en olie. som omfatter en relativ stor maengde af NHP. 

Folgeligt angar opfindelsen i et farste aspekt en fremgangsmade til at 
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som 
har et ikKe-hydrerbart phosphorindhokJ pa mindst 50 ppm, der er malt ved 
hjaelp af: 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
optesning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand vs. olie = 4.8 
% vaegt/vaegt. [citronsyre] i vandfase = 106 mM. i vand/olie-emulsion = 4,6 
mM) i 30 minutter. 

ii) overfersel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulslon til et 
reagensglas, 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 1 0 minutter, 

v) overfarsel af ca. 8 ml af den overste (olie) fase til et nyt reagensglas 
og henstand til bundfaeldning i 24 timer, og 

vi) herefter udtagning af 2 g fra den averste klare fase til maling af det 
ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien, 

og hvor naevnte fremgangsmade omfatter: 

kontaktbringning mellem naevnte olie ved en pH fra 1,5-8 og en vandig 
oplosning af en phospholipase A1. en phospholipase A2 eller en 
phospholipase B, idet optesningen emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i 
olien er reduceret til mindre end 11 ppm, og efterfolgende separering af den 
vandige fase fra den behandlede olie. 

I et andet aspekt angar opfindelsen en ny klonet phospholipase. 
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Yderirgere undersoge/ser af karaktercn af lipase-aktiviteten, som findes i 
Fusahum oxysporum DSM 2672 (og er beskrevet i EP 130 064), viste, at den 
isolerede fraktion omfatter adskillige bestanddele med lipase-aktivitet, hvoraf 
den ene fremviste phospholipase-aktivitet. 

PS trods af en raekke tekniske vanskeligheder (se nedenfor) har de 
foreliggende opfindere vaeret i stand til at klone et enzym, som fremviser 
phospholipase A-aktrvitet, fra en stamme af slaegten Fusarium t mere specifikt 
Fusarium oxysporum, 

Dette er forste gang en phospholipase A fra en tradsvamp er blevet klonet, og 
folgeligt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en klonet DNA-sekvens, 
som koder for et phospholipase A-enzym fra en trSdsvamp. 

Felgeligt angar 6t aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens, som koder 
for et polypeptid med phospholipase A-aktivitet f hvor DNA-sekvensen er 
opn^et fra en tr&dsvamp. 

En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum, 
er beskrevet i Eur. J. Bfochem. 202:783-787, 1 991 . 

Denne DNA-sekvens fremviser imidlertid kun en meget begraenset DNA-lighed 
pS 39 % med DNA-sekvensen ifolge den foreliggende opfindelse (SEQ ID 
NO: 1, 23-1060), og endvidere varierer en fysiologisk egenskab, sfisom 
molekytemassen, betydeligt mellem naevnte PLB fra P. notatum (66 kDa) og 
en phospholipase ifolge opfindelsen (29 ± 10 kDa (se nedenfor)). 

Endvidere har en sammenligning med kendte nukleotid- og 
aminosyresekvenser vist, at DNA-sekvensen og/eller den tilsvarende kodede 
aminosyresekvens ifalge opfindelsen kun har ringe homologi med alle kendte 
DNA- og/eller aminosyresekvenser (se nedenfor). 

FDlgelig mener man aktuelt, at DNA-sekvensinformationen, der tilvejebringes i 
den foreliggende ansogning, vil vaere meget vaerdifuld til for eksempel kloning 
af en anden beslaegtet/homolog phospholipase-kodende DNA-sekvens, da en 
specifik hybridiseringsprobe og/eller PCR-primere nu let kan konstrueres p& 
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basis af neevnte DNA-sekvens ifclge opfindelsen. 

Yderiigere mener man aktuelt, at det er muligt at klone b&de en 
beslaegtet/homolog phospholipase A- og/eller phospholipase B-kodende DNA- 
5 sekvens pd basis af sekvensinfomnationen, der tilvejebringes i den 
foreliggende ansegning. 

Fclgeligt angSr opfindelsen i et yderiigere aspekt en klonet DNA-sekvens, som 
koder for et enzym, der fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B- 
1 0 aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt fra groppen, der omfatten 

(a) den phospholipase A-kodende del af DNA-sekvensen, der er klonet 
ind i plasmid pYES 2.0 ( som er til stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

15 (b) DNA-sekvensen, der er vist i positioneme 23-1063 i SEQ ID NO: 1, 

mere fortrinsvis positioneme 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere 
fortrinsvis positioneme 113-929 i SEQ ID NO: 1, eller den komplementaere 
streng dertil, 

20 (c) en DNA-sekvens, der er mindst 70 % homolog med naevnte DNA- 
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b), 

(d) en DNA-sekvens, der er defineret i (a) eller (b), som koder for et 
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog 

25 med polypeptidsekvensen, der er vist i positioneme 31-346 i SEQ ID NO: 2, 

eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er 
vist i positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2, 

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbettstrenget DNA- 
30 probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positioneme 23-1063 i SEQ 

ID NO: 1, ved lav stringens, 

(f) en DNA-sekvens, som koder for et polypeptid, der har de samme 
aminosyresekvenser i positionresterne 1 til 346, 31 til 303 eller 31 til 303 i SEQ 

35 ID NO: 2, eller aminosyresekvenserne, der kodes for ved hjaelp af en hvilken 
som heist af DNA-sekvenserne ifclge (e), og 
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(g) en DNA-sekvens/ som er et fragment af DNA-sekvenseme, der er 
specificeret i (a), (b), (c), (d) ( (e) eller (0- 

Endvidere er en phospholipase ifolge opfindelsen bievet grundigt 
karakteriseret, og det har vist sig, at den har phospholipase-aktivitet ved lavt 
pH, denne egenskab gor den meget egnet til anvendelse til oliedegummering. 
Phosphollpasen er ikke membranbundet, hvilket gar den egnet til kommerciel 
prpduktion og oprensning. 

FDlgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret polypeptid med 
phospholipase A-aktivitet, som er opnSet fra en stamme af stegten Fusarium 
oghar 

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, mSlt ved 40 °C, 

ii) en molekylemasse pa 29 ± 1 0 kDa, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE, 

iii) et isoelektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, 

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, 
mSlt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller 

v) et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, mSK 
med lecithin som substrat ved 37 °C. 

En udledt aminosyresekvens for en isoleret phospholipase ifalge opfindelsen 
ervistiSEQ ID NO: 2. 

Den N-terminale aminosyresekvens for en moden secemeret isoleret 
phospholipase er bievet bestemt. Naevnte N-terminale sekvens viste, at den 
modne del af en phospholipase ifolge opfindelsen med aminosyresekvensen, 
der er vist i SEQ ID NO; 2 f starter i aminosyre nr. 31 i SEQ ID NO: 2. Se 
forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor). 

Endvidere er den C-terminale sekvens for en aktiv secemeret phospholipase 
iffllge opfindelsen med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2, 
bievet bestemt Naevnte C-tenminal-bestemte phospholipase blev rekombinant 
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udtrykt i tradsvampestammen Aspergillus oryzae. Se forsogseksempel heri for 
yderligere henvisning. 

Disse resultater viste, at enzymet blev C-terminalt processeret under 
ekspression fra A. oryzae, og resultateme tyder pa, at Ser303 i SEQ ID NO: 2 
er den mest sandsynlige C-terminale rest i det udtrykte modne aktive enzym. 
Det forudses imidlertid, at endnu yderligere C-terminal processering kan finde 
sted (det vil sige. som frembringer et fragment af naevnte sekvenser), og at 
man stadig har et udtrykt modent aktivt enzym. 

Fokjeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret enzym, som 
frernviser phospholipase A- og/eller B-aktivitet og er valgt fra gruppe, der 
omfatter 

(a) et polypeptid, som kodes af den phospholipase A- og/eller B- 
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i pYES 2.0, som er til 
stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31- 
346 i SEQ ID NO: 2, 

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31- 
303 i SEQ ID NO: 2, 

(d) en analog til polypeptider, der er defineret i (a), (b) eller (c). idet 
analogen er mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og 

(e) et fragment af (a), (b), (c) eller (d). 

I endnu et yderligere aspekt tilvejebringer opfindelsen en rekombinant 
ekspressionsvektor, som abner mulighed for heterolog rekombinant produktion 
af et enzym ifolge opfindelsen. Det er derved muligt at lave en stsBrkt oprenet 
phospholipase-sammensaetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for 
homologe urenheder. Det er yderst fordelagtigt til en raekke industrielle 
anvendelser. 

Den foreliggende opfindelse viser eksperimentelt (se nedenfor). at en 
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phospholipase, der er opnSet fra en stamme af Fusarium culmorvm og 
Fusarium oxysporum, har forbedrede egenskaber til anvendelse til industrielle 
relevante fonmSI. Det forudses, at phospholipaser, der er opnSet fra en 
stamme af slaegten Fusarium, vil have forbedrede egenskaber, der er 
5 relevante til anvendelse til anvendelse til industrielle formal. 

Folgeligt angSr opfindelsen i endnu et yderligere aspekt anvendelsen af en 
phospholipase, der er opniet fra en stamme af slaegten Fusarium, sSsom en 
stamme af F. culmorum, F. heterosporum, F. sotani eller isaer en stamme af 
10 Fusarium oxysporum, i en proces, der omfatter behandling af et phospholipid 
eller lysophospholipid rned phospholipasen til hydrolysering af 
fedtsyregrupperne. 

Endelig angSr opfindelsen en isoleret, i det vaesentlige ren biologisk kultur af 
15 Escherichia co//-stammen DSM 11299, som indeholder en phospholipase- 
kodende DNA-sekvens (den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, 
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 
11299), der er opnSet fra en stamme af tradsvampen Fusarium oxysporum, 
eller en hvilket som heist mutant af naevnte E. co/Astamme, som har bevaret 
20 den phospholipase-kodende egenskab. 

HomologisammenlianinQ med kendte sekvenser 

Der blev udfert en homologisogning med phospholipasen ifclge opfindelsen 
25 mod nukleotid- og proteindatabaser. Homologisogningen viste, at den tettest 
bestegtede kendte sekvens var en lipase fra Fusarium heterosporum (en 
parallelopstilling af aminosyrer er vist i figur 1 ). 

DNA-sekvensen ifolge opfindelsen (SEQ ID NO: 1, 23-1060), som koder for 
30 phospholipasen, viser kun 62 % DNA-homoIogi med den kendte 
lipasesekvens fra Fusarium heterosporum (Genbank-databasereference 
S77816), og den tilsvarende aminosyresekvens for phospholipasen if0lge 
opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 60 % homologi med en udledt 
aminosyresekvens p& basis af den kendte DNA-sekvens ovenfor (se figur 1). 

35 

Dette viser, at DNA- og/eller aminosyresekvensen for en phospholipase ifalge 
opfindelsen rent faktisk er forskellig fra alle kendte DNA- og/eller 
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aminosyresekvenser. 

En cDNA-sekvens, der koder for en phospholipaso B fra Penicillum notatum er 
beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne DNA-sekvens 
(Genbank-databasereference X60348) viser imidlertid kun en meget 
begraenset DNA-lighed pa 39 % med DNA-sekvensen ifokje den foreliggende 
opfindelse (SEQ ID NO: 1, 23-1060), og den tilsvarende aminosyresekvens for 
phospholipasen ifclge opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 20 % lighed med 
en udledt aminosyresekvens, der er baseret pa den kendte PLB-DNA-sekvens 
ovenfor. 

Beregningeme af homologi blev udfort som beskrevet senere i denne 
specifikation. 

Teoninaer 

Figur 1: Parallelopstilling af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2 
med en kendt lipasesekvens fra Fusarium hetemsporvm. 

Figur 2: Sammenligning af enzymatisk degummeringsevne hos Lecitase™ og 
en phospholipase fra Fusarium oxysporvm ifelge opfindelsen. 

Definitioner 

Far en mere detaljeret gennemgang af denne opfindelse vil folgende udtryk 
blive defineret. 

"En klonet DNA-sekvens": Udtrykket "en klonet DNA-sekvens" henviser til en 
DNA-sekvens, der er klonet ifokje standard-kloningsprocedurer, som 
anvendes ved gensplejsning til at flytte et segment af DNA fra dens naturlige 
placering til et andet site, hvor det vil blive reproduceret. Kloningsprocessen 
inddrager udskaering og isolering af det enskede DNA-segment, insertion af 
DNA-stykket i vektormolekylet og inkorporering af den rekombinante vektor i 
en celle, hvor talrige kopier eller kloner af DNA-segmentet vil blive replikeret 

Den "klonede DNA-sekvens" ifelge opfindelsen kan altemativt benaavnes "en 
DNA-konstruktion". "et klonet polynukteotid med en DNA-sekvens" eller "en 
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isoleret DNA-sekvens". 
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"Opnaet fr a_ " : Til formalet i den foreliggende opfindelse betyder udtrykket 
"opnaet fra" som anvendt heri i forbindelse med en specifik mikrobiel kilde, at 
enzymet og folgeligt DNA-sekvensen, der koder for naevnte enzym, er dannet 
af den specifikke kilde eller af en celle, hvori et gen fra kilden er blevet indsat. 

"Et Isoleret polypeptide Som defineret heri henviser udtrykket "et isoleret 
polypeptid" eller "en isoleret phospholipase" som anvendt om phospholipasen 
ifelge opfindelsen til en phospholipase eller phospholipasedel, som i det 
vassentlige er fri for andre ikke-phospholipase-potypeptider, for eksempel 
mindst 20 % ren, fortrinsvis mindst 40 % ren, mere fortrinsvis 60 % ren, endnu 
mere fortrinsvis 80 % ren, mest fortrinsvis 90 % ren og endnu mest fortrinsvis 
95 % ren, bestemt ved hjaalp af SDS-PAGE. 

Ndr det isolerede polypeptid er mindst 60 % rent kan udtrykket "et staarkt 
isoleret polypeptkT anvendes. Det "isolerede polypeptid" kan altemativt 
benaevnes "oprenset polypeptid". 

"Homologe urenheder: Som anvendt heri betyder udtrykket "homologe 
urenheder" en hvilken som heist urenhed (for eksempel et andet polypeptid 
end enzymet ifslge opfindelsen), som stammer fra den homologe celle, hvorfra 
enzymet ifalge opfindelsen oprindeligt er opnaet. I den foreliggende opfindelse 
kan den homologe celle for eksempel vaere en stamme af Fusarium 
oxysporum. 


"Phospholipase-kodende del"- Som anvendt heri betyder udtrykket 
"phospholipase-kodende del", n&r det anvendes i forbindelse med en DNA- 
sekvens, det omrdde af DNA-sekvensen, som svarer til det omrdde, der er 
translateret til en polypeptidsekvens. 

I DNA-sekvensen, der er vist I SEQ ID NO: 1, er det omrSdet mellem den 
farste "ATG"-startkoden ("AUG"-kodon i rnRNA) og den felgende stopkodon 
CTM", TAG" eller TGA"). 

Det translaterede polypeptid kan ydertigere foruden den modne sekvens, som 
fremviser phospholipase-aktivitet, omfatte et N-terminalt signal og/eller en 
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propeptidsekvens. Signalsekvensen styrer almindeligvis sekretionen af 
polypeptide^ og propeptidet styrer almindeligvis foWningen af polypeptide^ For 
ydertigere information se Egnell, P., et al.. Molecular Microbiol 6(9):1115-19 
(1992) eller Stryer, L, "Biochemistry", W.H. Freeman and Company/New York, 
5 ISBN 0-7167-1920-7. 

"Modifikation(er) af en DNA- oq/eller aminosvresekvens" : Udtrykket 
"modikation(er)'\ der anvendes i forbindelse med modifikation(er) af en DNA- 
og/eller aminosyresekvens som beskrevet heri, defineres til at indbefatte 
10 kemisk modificering sdvel som genmanipulation(er). Modificeringen eller 
modifioeringeme kan vaere substitution, deletion og/eller insertion i aminosyren 
eller aminosyreme af interesse. 

"Phospholipase A" : Udtrykket "phospholipase A H , som anvendes heri i 
15 forbindelse med et enzym ifolge opfindelsen, pStaenkes at daekke et enzym 
med phospholipase A1- og/eller phospholipase A2-aktivitet 

Phospholipase A1 defineres ifolge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
3.1.1.32. 

20 Officielt navn: phospholipase A1 (PLA1). 
Katalyseret reaktion: 
phosphatidylcholin + h(2)o <> 
2-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 
Kommentar(er); har en meget bredere specificitet end EC 3.1.1.4. 

25 

Phospholipase A2 defineres ifolge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
3.1.1.4. 

Officielt navn: phospholipase A2 (PLA2). 

Altemativt navn(e): phosphatidylcholin 2-acylhydrolase, lecithinase a, 
30 phosphatidase eller phosphatidolipase. 
Katalyseret reaktion: 
phosphatidylcholin + h(2)o <> 
1-acylgIycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 

Kommentar(er): virker ogs5 p& phosphatidylethanolamin, cholinplasmalogen 
35 og phosphatides idet den fjerner fedtsyren, der er bundet til 2-positionen. 

"Phospholipase B M : defineres Mge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
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3.1.1.5. 

Officielt navn: lysophospholipase. 

Attemativt navn(e): lecrthinase b, lysolecithinase, phospholipase b eller plb. 
Katafyseret reaktion: 

2-lysophosphatidylcholin + h(2)o <> glycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 

"Phospholipase-aktivitet'': Udtrykket "phospholipase-aktrvitet" eller 
"har/fremvlser phosphollpase-aktivitef pataenkes som anvendt heri i 
forbindelse med et enzym ifertge opfindelsen at spectficere et enzym, som 
mindst har den maengde phospholipase-aktivitet (hvad enten det er PLA eller 
PLB), der defineres eksperimentelt nedenfor. 

Falgeligt defineres et enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet, heri som et 
enzym, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet", der er vist i eksempel 6 heri 
(se nedenfor), har en phospholipase-aktivitet pa mindst 0,25 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 0,75 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg. ved 25 °C; og endnu mere fortrinsvis mindst 
1,5 nmol/min., enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C. 

Man mere pa nuvaerende tkJspunkt, at kun et enzym med en sadan signifikant 
phospholipase-aktivitet har industriel interesse, for eksempel til anvendelse til 
degummering (US 5 264 367). 

"En lipase med pho spholipase-sideaktivitef' : Udtrykket "lipase med 
phospholipase-sideaktivitet" defineres folgeltgt som en lipase med en 
phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i "enkeltlags- 
phosphofipase-assayet", der er vist i eksempel 6, er mindre end de ovenfor 
naevnte tal. 

En raekke lipaser har en sadan phospholipase-sideaktivitet I forsegseksempel 
6 heri (se nedenfor) er vist nogle af lipaseme med phospholipase-sideaktivitet. 

"En raolie": En raolie (kaldes ogsa en ikke-degummeret olie) kan vaere en 
presset eller ekstraheret olie eller en blanding deraf fra for eksempel rapsfre, 
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sojab0nne eller solsikke. Phosphatid-indholdet i en raolie kan variere fra 0.5-3 
% (vaegt/vaegt) svarende til et phosphorindhold i intervallet 200-1200 ppm, 
mere fortrinsvis i intervallet 250-1200 pprn. Bortset fra phosphatideme 
indeholder riolien ogsS smd koncentrationer af carbohydrater, 
sukkerforbindelser og metal/phosphatidsyre-komplekser med Ca t Mg og Fe. 

"En semir&olie": En hvilken som heist olie, som ikke er en raolie, men som har 
et phosphatid-indhold pa over 250 ppm, mere fortrinsvis pa over 500 ppm. En 
sddan olie kunne for eksempel opnSs ved at udsaBtte en rdolie for en proces 
tilsvarende "vanddegummeret olie'-processen, der er beskrevet nedenfor. 

"En vanddeqummeret olie w : En vanddegummeret olie opnSs typisk ved at 
blande 1-3 % (vaegt/Vaegt) varm vand med varm (60-90 °C) rSolie. Saedvanlige 
behandlingstider er 30-60 minutter. Vanddegummeringstrinet fjerner 
phosphatideme og slimagtige gummier, som bliver uoptoselige i olien, n5r de 
hydreres. De hydrerede phosphatider og gummier kan separeres fra olien ved 
hjaelp af faeldning, filtrering eller centrifugering - idet centrifugering er den mest 
almindelige metode. 

Det essentielle formal med naevnte vanddegummeringsproces er at separere 
de hydrerede phosphatider fra olien. Blandingen af varmt vand i olien, der er 
beskrevet ovenfor, skal heri forstas bredt som blanding af en vandig oplosning 
i olien ifolge kendte standard-vanddegummeringsprocedurer. 

Altemativt kan processen, som her benaevnes "vanddegummering af olie", 
kaldes "vSdraffinering til fjernelse af mucilago" (se US 5 264 367). 

Detalieret beskrivelse af opfindelsen 

En fremqangsmade til e nzvmatisk deQummerino af en spiseolie. som omfatter 
en stor ma enqde af ikke-hvdrerbare Phosphatider/phospholipider 

Til den foreliggende opfindelse mSles maengden af ikke-hydrerbart phosphor i 
en spiseolie ved hjaelp af: 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
oplesning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie = 
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4,8 % vaegt/vaegt, [crtronsyrej i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6 
mM) i 30 minutter, 

ii) overforsel af 10 ml af den forbehandlede vand-k>lie-emulsion til et 
reagensglas, 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter, 

v) overfersel af ca. 8 ml af den cverste (olie) fase til et nyt reagensglas 
og henstand (til bundfaeldning) i 24 timer, og 

vi) efter bundfeeldning udtagning af 2 g fra den overste klare fase til 
mSling af det ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. 

For yderligere detaljer henvises til forsogseksempleme heri. 

Som illustreret i forsogseksempleme heri varierer 
phosphofipidsammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-hydrerbart phospholipid) 
betydeligt i forskellige spiseolier. Felgeligt vil niveauet af resterende 
phospholipid i forskellige vanddegummerede olrer varierer over et bredt 
interval (for eksempel fra ca. 30 ppm til 200 ppm). 

Til enzymatisk degummering afhaenger den optimale enzymdosis af maengden 
af ikke-hydrerbare phosphatider, som er til stede efter vanddegummering eller 
citronsyre/vand-forbehandling som defineret ovenfor. 

Endvidere gaelder det ( at jo h0jere maengden af Ikke-hydrerbare phosphatider, 
som er til stede i olien, er, jo mere effektiv er den enzymatiske 
degummeringsmetode. 

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmSde til tjemelse af 
NHP-indholdet I olie, som omfatter en relativ hoj maengde af NHP. 

Fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold pd mindst 
60 ppm, mere fortrinsvis mindst 100 ppm og endnu mere fortrinsvis mindst 200 
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ppm. 

Mere fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold i 
intervaliet 60-500 ppm, mere fortrinsvis i intervaliet 100-500 ppm og endnu 
5 mere fortrinsvis i intervaliet 200-500 ppm. 

En spiseolie, der if0lge beskriveteen heri er defineret til at have en relativ stor 
maengde af ikke-hydrerbar phosphor kan vaere en vanddegummeret olie eller 
mere fortrinsvis en rSolie eller en semir4olie. 

10 

Folgeligt angar en udf0relsesform for opfindelsen en fremgangsmSde ifolge 
det forste aspekt af opfindelse, hvor naevnte spiseolie er en raolie, som er 
kendetegnet ved at naevnte rSspiseolie for udforelse af fremgangsmSden 
ifolge opfindelsen er en olie med et phosphorindhold pa over 250 ppm (part 
15 per million), idet olien ikke er blevet vanddegummeret (vanddegummering 

omfatter blanding af varmt vand i en varm rSolie, efterfulgt af fjernelse af 
phosphatider, som bliver uoploselige i olien, nar den hydreres) for udforelse af 
fremgangsmSden ifolge opfindelsen. 

20 En s&dan rdspiseolie har fortrinsvis for udforelse af naevnte fremgangsmade 
ifolge opfindelsen et phosphorindhold pd over 350 ppm, mere fortrinsvis over 
400 ppm, endnu mere fortrinsvis over 500 ppm, og mest fortrinsvis over 
600 ppm, 

25 Naevnte raspiseolie har endvidere fortrinsvis for udforelse af naevnte 

fremgangsmSde ifolge opfindelsen et phosphorindhold i intervaliet 250-1500 
ppm, mere fortrinsvis i intervaliet 350-1500 ppm, endnu mere fortrinsvis i 
intervaliet 500-1500 ppm og mest fortrinsvis i Intervaliet 500-1500 ppm. 

30 Den enzymatiske degummeringsmetode af en rdspiseolie ifolge opfindelsen er 
fordelagtig i forhold til kendte metoder til enzymatisk degummering af 
vanddegummerede spiseolier (US 5 264 367), da en direkte enzymatisk 
degummeringsmetode til behandling af en rSolie ifolge opfindelse vil spare det 
forste trin med vanddegummering af olien. 

35 

Dette sparer b3de tid og penge. En vanddegummeret olie opnas typisk ved at 
blande varmt vand i varm (60-90 °C) raolie i saedvanligvis 30-60 minutter. I 
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modsaetning hertil kan den fulde proces til enzymtisk degummering af raolier 
ifclge opfindelsen udferes pa mindre end 1 time med faktisk enzymatisk 
behandfing i ca. 25 minutter. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer. 

Endvidere kan en spiseolie. der er defineret til at have en relativ stor maengde 
af ikke-hydrerbar phosphor ifelge beskrivelsen heri. vaere en semiraolie. 

Fekjeligt angSr en udforelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifokje 
det ferste aspekt af opfindelsen, hvor naavnte spiseolie er en semira spiseolie, 
som er kendetegnet ved at naevnte semira" spiseolie far udforelse af 
fremgangsmaden ifolge opfindelsen haret phosphorindhold pa over 500 ppm, 
og hvor naevnte olie er blevet vanddegummeret for udforelse af 
fremgangsmaden ifelge opfindelsen. 

Naevnte hatvra spiseolie er fortrinsvis en olie, som lor udforelse af naevnte 
fremgangsmade har et phosphorindhold pa over 600 ppm, mere fortrinsvis 
over 750 ppm. 

AlmindeHgvis vil vanddegummering af en spiseolie reducere 
phosphorindholdet i olien til et niveau pd under 500 ppm. 

Felgeligt er en semiraolie som beskrevet heri for eksempel maske kun blevet 
delvist vanddegummeret fcr udforelse af en fremgangsmade til reduktion af 
niveauet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifolge 
opfindelsen. 

Udtrykket "delvist vanddegummeret" angiver, at 
vanddegummeringsproceduren af olien kun har vaeret en delvis/kort proces 
sammenllgnet med en standard-vanddegummeringsprocedure. 

En "delvis vanddegummerings"-proces kan udfcres ved kun at blande 0,5 % 
varmt vand i olien (standard er 1-3 % varmt vand. Se afsnittet "Definitioner" 
heri) eller ved at reducere behandlingstiden til 10 minutter (standard er 30-60 
minutter). 

Alternativt kan en semiraolie som defineret heri vaere en blanding af en raolie 
og en semiraolie. 
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En udforelsesform for opfindelsen angSr en fremgangsmide ifo(ge en hvilken 
som heist del af det forste aspekt af opfindelsen, som omfatter folgende trin: 

i) justering af temperaturen i spiseolien til en temperatur mellem 25 °C 
og70°C, 

ii) forbehandling af spiseolien til ovennaevnte justerede temperatur ved 
hjaelp af tilsaetning af 0 t 5-6 % (vaegt j forhold til olien) af en vandig optosning, 
som omfatter mindst 85 % vand t i 5-120 minutter, hvor naevnte forbehandling 
ikke f0lges af fjemelse af hydreret mucilago og phosphorindhold i olien, 

iii) justering af pH i vand/olie-emulsionen til en pH mellem 1,5 og 8 (for 
eksempel ved hjaelp af tilsaetning af en passende maengde af en NaOH- 
oplosning), 

iv) kontaktbringning mellem vand/olie-emulsionen og en vandig optesning 
af en phospholipase (ved en temperatur (± 5 °C), der er justeret ifolge trin i)). 
tdet phospholipasen er emulgeret i olien, indtil phoshorindholdet i olien er 
reduceret til mindre end 1 1 ppm, 

v) separering af vandfasen fra den behandlede olie. 

Temperaturen i spiseolien i trin i) umiddelbart ovenfor justeres fortrinsvis til en 
temperatur, som er den optimale temperatur for phospholipase-aktivitet for 
enzymet, der anvendes i fremgangsm&Jen. 

For den kommercielt tilgaengelige phospholipase Lecitase™ (Novo Nordisk 
A/S) er denne ca. 60 °C ( og for en phospholipase ifelge opfindelsen, der er 
opnSet fra trSdsvampeslaegten Fusarium, er den ca. 45 °C. Se 
fors0gseksempler heri for ydertigere detaljer angaende dette emne. 

Det forudses, at hovedparten af trddsvampe-phospholipaseme vil have et 
temperaturoptimum omkring 35-50 °C. 

Folgeligt angar en udforelsesform for opfindelsen fremgangsmSden, der er 
beskrevet umiddelbart ovenfor, hvor temperaturen i spiseolien i trin i) justeres 
til en temperatur mellem 35 °C og 50 °C, og phospholipasen, der anvendes i 
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trin iv) er opnSet fra en trSdsvampestamme. 

I trin ii) i fremgangsmaden ovenfor forbehandles spiseolien ved den justerede 
temperatur (trin i)) ved hjaslp af tilsaetning af 0,5-6 % (vaBgt i forhold til olien) af 
en vandig optesning, som omfatter mindst 85 % vand i 5-120 minutter, og hvor 
naevnte forbehandling ikke folges af fjemelse af hydreret mucilago og 
phosphorindhoW i olien. 

Dette trin er et standard-forbehandlingstrin ved enzymatisk degummering af 
spiseolier (US 5 264 367 ( US 5 558 781). Form&et med trin ii) er at hydrere de 
hydrerbare/hydrofile bestanddele (sSsom det hydrerbare phosphorindhold) i 
spiseolien, som, n£r de hydreres, bliver uoploselige i olien. 

Dette trin er imidlertid anderledes end, hvad man benasvner 
"vanddegummering af en spiseolie" i den foreliggende forbindelse. £n vigtig 
forskel er, at nsevnte forbehandlingstrin ikke fjemer de hydrerede phosphatider 
og mucilago fra olien. Fjemelse af naevnte hydrerede indhold fra olien er 
hovedformSlet med vanddegummering af spiseolier. 

Folgeligt omfatter olien stadig, nar phospholipasen bringes i kontakt med olien 
i trin iv) ovenfor, naevnte hydrerede phosphatider og mucilago. 

Med andre ord beskriver fremgangsmaden ovenfor, hvis spiseolien er en ikke- 
vanddegummeret spiseolie, en simplificeret degummeringsmetode, som ikke 
fjerner de hydrerede phosphatider og mucilago fra olien, for naevnte olie 
bringes i kontakt med phospholipasen. 

Den vandige oplosning, som omfatter mindst 85 % vand (trin ii ovenfor), 
omfatter fortrinsvis yderiigere citronsyre. Der er fortrinsvis mellem 1-15 % 
(vaegVvaegt) citronsyre i nsevnte vandige oplesning, mere fortrinsvis er der 
mellem 3-1 1 % (vaegWaegt) citronsyre i naevnte vandige oplosning. 

Tidsrummet i trin ii) er fortrinsvis 15-50 minutter, og mere fortrinsvis 15-30 
minutter. 

For yderiigere detaljer angSende naevnte forbehandling i trin ii) ovenfor 
henvises til forsogseksempleme heri. 
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I trin iii) ovenfor justeres pH i vand/o!ie-emulsionen til pH 1,5-8 (foreksempel 
ved hjaelp af tilsaetning af en passende maengde af en NaOH-optasning). Dette 
gores for at justere pH-vaerdien i olien, fer phospholipasen bringes i kontakt 
5 med olien i trin iv). Almindeligvis vil den faktiske optimale pH-vaerdi afhaenge af 

hvilket enzym, der anvendes til at blive bragt i kontakt med olien i trin iv). For 
yderligere detaljer angSende dette emne henvises til forsogseksempleme heri. 

Almindeligvis foretreekkes det ifclge det forste aspekt af opfindelsen og 
10 udforelsesformer for dette, at kontaktbringningen mellem naBvnte olie og en 
vandig optosning, som omfatter en phospholipase, udferes ved pH 1,5-6, mere 
fortrinsvis ved pH 3-6. 

pH-vaerdien i vandet i olie-emulsionen mdles ved at udtage 2 ml vand fra olie- 
15 emulsionen og blande dem med 2 ml vand. Efter faseseparering skal det 
resulterende overste olielag pipetteres fra f og pH skal mSles i vandfasen. 
Malinger omregnes til "reelle" pH-vaerdier ved hjaelp af folgende formel: pH ree i 
s pHmiit -0,38. For yderligere detaljer henvises til forsogseksempleme heri. 

20 I en fremgangsmSde til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 
bestanddele i en spiseolie ifolge opfindelsen er maengden af en 
phospholipase, som er emulgeret i olien, i intervallet 0,1-15 mg enzym 
(t0rstof)/kg olie, mere fortrinsvis 0,25-5 mg enzym (t0rstof)/kg olie og endnu 
mere fortrinsvis 0,25-2,5 mg enzym (torstof)/kg olie. 

25 

Almindeligvis er det fordelagtigt at optimere b&de maengden af anvendt 
phospholipase og den anvendte tid til enzymatisk degummering af en spiseolie 
til opntelse af et phosphorindhokJ p4 under 11 ppm. Den faktiske optimale 
enzymdosis og tiden vil blandt andet afhaenge af hvilken phospholipase, der 
30 anvendes. For yderligere detaljer vedrerende optimering af enzymdosis og 

tiden for fremgangsmaden henvises til forsogseksempleme heri. 

I en fremgangsmdde til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 
bestanddele i en spiseolie if0lge opfindelsen reduceres phosphorindholdet 
35 fortrinsvis til mindre end 1 1 ppm, efter at naBvnte olie er bragt i kontakt med 

0,5-6 mg phospholipase (t0rstof)/kg olie, og hvor phospholipasen er i kontakt 
med nasvnte olie i et tidsrum pS 1-6 timer, mere fortrinsvis reduceres 
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phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm t efter at naevnte olie er bragt i 
kontakt med 0,25-2,5 mg phospholipase (terstofj/kg olie, og hvor 
phospholipasen er i kontakt med naevnte olie i et tidsrum pi 15 minutter til 2 
timer. 

Se forsegseksempleme heri for yderligere detaljer vedrerende bestemmelsen 
af optimale temperaturer for individirelle phospholipaser. 

I alle aspekter og udforelsesformer for en fremgangsmSde til reduktion af 
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifolge 
opfindelsen reduceres phosphorindholdet i olien fortrinsvis ti mindre end 
5ppm. 

Phosphorindholdet i olien miles som ppm (parts per million) i oliefasen i 
vandet, der er til stede i olieemulsionen. Analysen af phosphorindhokl udfores 
i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard Methods for the 
Analysts of Oils, Fats, and Derivatives, 7. udg. (1987)". For yderiigere detaljer 
henvises til forsogseksemplerne heri. 

En udforelsesform for opfindelsen angar en fremgangsmide til reduktion af 
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifolge 
opfindelsen, hvor phospholipasen er opnSet fra en pattedyreart, isaer hvor 
phospholipasen er opnSet fra pancreas i naevnte pattedyreart, og mest 
fortrinsvis hvor phospholipasen er opnSet fra pancreas fra et svin, 

I en fremgangsmfide til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 
bestanddele i en spiseolie ifolge opfindelsen er phospholipasen fortrinsvis 
opnSet fra en mikroorganisme, fortrinsvis en trSdsvamp, en gaer elter en 
bakterie. 

NSr trSdsvampen, der er naevnt ovenfor, er en art af slaegten Fusarium, er 
foretrukne stammer fortrinsvis stammer, sSsom en stamme af Fusarium 
culmorum, F. hetervsporum, F. solani eller isaer en stamme af F. oxysporvm. 

Endvidere er foretrukne stammer, nir naevnte trddsvamp ovenfor er en art af 
slaegten Aspergillus, stammer, sSsom en stamme af Aspergillus awamori, 
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger eller isaer 
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Aspergillus oryzae. 

Endvidere er spiseolien i en fremgangsmSde til reduklion af meengden af 
phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie Mge opfindelsen 
fortrinsvis en sojabanneolie, solsikkefreoiie eller mere fortrinsvis en 
raspfroolie. 

Karakterisering af phos pholipase. der er opn3et fra Fusarium oxysporvm 

En phospholipase ifolge opfindelsen, der er opnaet fra Fusarium oxyspomm, 
er blevet grundigt karakteriseret. 

Folgeligt er et aspekt af opfindelsen fortrinsvis en isoleret phospholipase A, 
som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium og har phospholipase A- 
aktivitet i pH-intervaltet 3-10, mSlt ved 40 °C, mere fortrinsvis her 
phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3-7, mM ved 40 °C, mere fortrinsvis 
har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3,5-6, milt ved 40 °C, og endnu 
mere fortrinsvis har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 4,5-5,5, m3lt ved 
40 °a 

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabonne-lecithin som 
substrat i et NEFA test bases assay eller i en buffer omfattende 2 % lecithin, 2 
% Triton X-100, 20 mM Britton-Robinson (BR). Se forsegseksempleme heri for 
ydertigere detaljer. 

I en ydertigere udfarelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som opnds fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis 6n, som har en 
molekylemasse pa 29 ± 10 kDa, mere fortrinsvis en molekylemasse pS 29 ± 5 
kDa, endnu mere fortrinsvis en molekylemasse p& 29 ± 3 kDa og mest 
fortrinsvis en molekylemasse p& 29 ± 2 kDa. 

Molekylemassen mSles ved hjaslp af SDS-PAGE-elektroforese som ydertigere 
beskrevet i "Materialer og metoder"-afsnittet (se nedenfor). 

I en ydertigere udforelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis 6n, som har et 
isoelektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt 
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(pi) i intervallet 5-7,5 og endnu mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt (pi) i 
intervallet 5,5-7,5. 

Det isoefektriske punkt (pi) blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE- 
plader fra Pharmacia. Se fors0gseksempel heri for yderligere detaljer (se 
nedenfor). 

I en yderligere udforelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis 6n, som har et 
temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C. mSIt med 
lecithin som substrat ved pH 5; mere fortrinsvis i intervallet 30-50 °C, mSIt med 
lecithin som substrat ved pH 5; og endnu mere fortrinsvis i intervallet 40-50 °C, 
matt med lecithin som substrat ved pH 5. 

Temperaturoptimummet for phospholipase-aktivitet blev m&tt i en buffer, som 
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved 
pH 5. Se forscgseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor). 

I endnu en yderligere udforelsesform for opfindelsen er en isoleret 
phospholipase A, som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium, 
fortrinsvis 6n, som har et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH- 
intervallet 6-12 ved 37 °C, mere fortrinsvis i pH-intervallet 7-11,5 ved 37 °C, 
mere fortrinsvis i pH-intervallet 8-11 ved 37 °C, og endnu mere fortrinsvis i pH- 
intervallet 8,5-1 1 ved 37 °C. 

pH-optimummet for phospholipase-aktivitet blev bestemt i en buffer, som 
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved 
37 °C. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer. 

En phospholipase ifalge opfindelsen omfatter fortrinsvis mindst to ud af de fern 
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, mere 
fortrinsvis omfatter en phospholipase ifclge opfindelsen mindst tre af de fern 
(nummereret I) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, endnu 
mere fortrinsvis omfatter en phospholipase ifelge opfindelsen mindst fire af de 
fern (nummereret 0 til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, og 
mest fortrinsvis omfatter en phospholipase ifelge opfindelsen alle fern 
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet 
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Som beskrevet ovenfor er en phospholipase ifolge opfindelsen blevet klonet, 
udtrykt rekombinant og oprenset, og de N-terminale og C-terminale sekvenser 
af det aktive secernerede enzym er blevet bestemt. 

Fokjeligt angar en yderligere udferelsesform for opfindelsen et isoleret 
polypeptid med phospholipase A-aktivitet, idet polypeptidet er opnaet fra en 
stamme af slaegten Fusarium og har 

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, malt ved 40 °C, 

ii) en molekytemasse pa 29 ± 1 0 kDa, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE, 

iii) et isoetektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, 

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, 
mfilt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller 

v) et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, malt 
med lecithin som substrat ved 37 °C, 

og yderligere omfatter en aminosyresekvens, der er valgt fra gruppen, som 
omfatter 

(a) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A og/eller B- 
enzymkodende del af DNA-sekvensen. der er klonet ind i pYES 2.0, som er til 
stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31- 
346 i SEQ ID NO: 2, 


(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne SI- 
SOS i SEQ ID NO: 2, 

(d) en analog til polypeptidet, der er defineret i (a), (b) eller (c), som er 
mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og 
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(e) et fragment af (a), (b), (c) eller (d). 

I en udforelsesform for opfindelsen er det isolerede polypeptid med 
phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen phospholipase med phospholipase 
5 A1-aktivitet. 

I en yderligere udforelsesform er det isolerede polypeptid med phospholipase- 
aktivitet ifolge opfindelsen phospholipase med phospholipase A2-aktivitet 1 og i 
en endnu yderligere udforelsesform er det isolerede polypeptid med 
10 phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen en phospholipase med 
phospholipase B-aktivitet. 

Fortrinsvis er naevnte isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge 
opfindelsen phospholipase med phospholipase A1 -aktivitet. 

15 

For specifikke eksempler pa standardteknlkker til mdling af individuel PLA1-, 
PLA2- og/eller PLB-aktivitet henvises til forsogseksemplerne heri. 

I en yderligere udforelsesform angSr opfindelsen et isoleret polypeptid med 
20 phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, hvor phospholipasen er en 

phospholipase, som i det vaesentlige er uafhaengig af Ca 2 *-koncentrationen, 
malt som relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca 2 * i et 
phospholipase-aktivrtetsassay, som maler frigorelse af frie fedtsyrer fra lecithin 
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5, 
25 der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C efterfulgt af standsning af reaktionen ved 

95 °C i 5 minutter, hvor den forholdsmaessige andel af phospholipase-aktivitet 
ved 5 mM EDTA/5 mM Ca 2 * er mere end 0,25, mere fortrinsvis mere end 0,5 
og mest fortrinsvis mere end 0,80. 

30 For yderligere detaljer vedrorende mSling af afhaengigheden for 

enzymaktiviteten af Ca 2+ -koncentrationen henvises til forsogseksempler heri. 

Nogle lipaser kan have begraenset phospholipase-aktivitet I den aktuelie 
forbindelse defineres en sddan begraenset phospholipase-aktivitet for naevnte 
35 lipaser som "en lipase med phospholipase-sideaktivitef (se afsnittet 
"Definitioner" heri). Den foreliggende opfindelse angSr et isoleret polypeptid 
med phospholipase-aktivitet, hvor phospholipase-aktiviteten for naevnte 
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isolerede polypeptid er sa hoj, at det har industriel relevans. 

Folgeligt angar opfindelsen et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet 
ifolge opfindelsen, hvor phospholipasen er en phospholipase med 
phospholipase-aktivitet, som er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg, 
ved 25 °C, mere fortrinsvis mindst 0.40 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg, ved 
25 °C, mSIt i et enkeltlags-phospholipase-assay som falgen 

a. i et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes pa en grundigt 
oprenset overflade af en bufferoplesning (10 mM Tris, pH 8,0, 25 °C) et 
enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en 
chloroformoplcsning, 

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for 
DDPC pa ca. 63 A 2 /molekyle, 

c. en bufferoptesning (som ovenfor) indeholdende 60 pg enzym injiceres 
gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cylinder med et areal 
pa 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 mm 5 ) i "nul ordens-niveauet", 

d. enzymatisk aktivitet bestemmes ved hjaslp af hastigheden af en mobil 
spaBmng, som komprimerer enkeltlaget for at opretholde konstant 
overfladetiyk, efterhinden som uopteselige substratmolekyler hydrolyseres til 
mere vandoploselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler, 
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, asstimeres ud fra det gennemsnitlige 
molekyleareal (MMA) af DDPC. 

Se afsnrttet "Definitioner og forsegseksempler heri for yderligere beskrivelser 
af foretrukne maengder af phospholipase-aktiviteter for et isoleret polypeptid 
med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen. 

Endvidere kan den specifikke phospholipase-aktivitet for en phospholipase 
ifolge opfindelsen males ved hjaalp af kendte standardassays for 
phospholipase-aktivitet. 

Falgeligt angar den foreliggende opfindelse i en yderligere udfarelsesform et 
isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen. hvor 
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phospholipasen er en phospholipase, som har en phospholipase-aktivitet, der 
er i stand til at frigare mindst 7 umol fri fedtsyre/minut/mg enzym, mere 
fortrinsvis mindst 15 umol fri fedtsyre/minut/mg enzym, endnu mere fortrinsvis 
mindst 30 umol fri fedtsyre/minut/mg enzym og mest fortrinsvis mindst 50 umol 
fri fedtsyre/minut/mg enzym, mal som folgen 

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigorelse af fri fedtsyrer fra 
lecithin i en buffer, der omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, 
pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af 
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter. 

For yderligere detaljer vedrerende denne udferelsesform for opfindelsen 
henvises til forsBgseksempleme heri. 

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifalge opfindelsen er meget 
egnet til udforelse af enzymatisk degummering af en spiseolie. 

Folgeligt angdr opfindelsen: 

1. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, 
hvor phospholipasen er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en 
spiseolie, ifokje en fremgangsmade rfolge opfindelsen til reduktion af 
maengden af phosphor-lndeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter 
et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og 

2. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, 
hvor phospholipasen er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pd 50-250 ppm), hvorved 
phosphorindhoWet i oOen reduceres til mindre end 11 ppm, hvor den 
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem naevnte 
olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplesning af phospholipasen, som 
emulgeres i olien, indtil phosphorindhoWet i olien er reduceret til mindre end 11 
ppm, og efterfelgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie. 

Det isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet Ifolge opfindelsen er 
fortrinsvis i stand til at udfore naevnte enzymatiske degummeringsproces i den 
vanddegummerede spiseolie (som defineret umiddelbart ovenfor) pa mindre 


NZAS-0007473 


DK/EP 08691 67 T3 

29 

end 1,5 timer og anvender mindre end 2 mg phospholipase (t0rstof)/kg olie. 

Et isoleret polypeptid. som fremviser phospholipase-aktivitet og har 
egenskabeme. der er vist ovenfor, ifelge opfindelsen opnas fortrinsvis fra en 
tradsvampestamme fra slaegten Fusarium. 

Uden at vaere begraenset af nogen teori forventes det imidlertid pa nuvaerende 
tidspunkt, at en phospholipase ifelge opfindelsen ogsa kan opnas fra en 
anden mikroorganisme, fortrinsvis en anden tradsvampestamme. Eksempler 
derpS er givet i afsnittet "Mikrobielle kilder" (se nedenfor). 

Klonet DNA-sekrans 


Pa trods af en raekke tekniske vanskeligheder (se afsnittet "Metode til kloning 
af en tradsvampe-phospholipase", se nedenfor) har de foreliggende opfindere 
vaeret i stand til at klone en phospholipase, der fremviser PLA-aktivitet, fra en 
stamme af slaegten Fusarium, naermere bestemt Fusarium oxysporum. 

EndvkJere mener man pa nuvaerende tidspunkt, at det er muligt at klone bade 
en beslaegtet phospholipase A- og/eller phospholipase B-kodende DNA- 
sekvens pa basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den 
foreliggende ansegning. 

Folgeligt vedrerer et aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens, der koder 
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B- 
aktivrtet, idet DNA-sekvensen er valgt fra gruppen, der omfatter: 

(a) den phospholipase A-kodende del af polynukleotidet, der er klonet ind 
i plasmid pYES 2.0, som ertil stede i Escherichia co//DSM 11299, 

(b) DNA-sekvehsen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1, 
mere fortrinsvis positionerne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere 
fortrinsvis positionerne 113-929 i SEQ ID NO: 1 eller den komplementsere 
streng dertil, 

(c) en DNA-sekvens. som er mindst 70 % homolog med naevnte DNA- 
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b), 
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(d) en DNA-sekvens som defineret i (a) eller (b), som koder for et 
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog 
med polypeptidsekvensen, der er vist i positioneme 31-346 i SEQ ID NO: 2, 

5 eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er 
vist i positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2, 

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA- 
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positioneme 23-1063 i SEQ 

10 ID NO: 1 , ved lav stringens, 

(f) en DNA-sekvens, der koder for et polypeptid med 
aminosyresekvenseme som resterne 1 til 346, 31 til 346 eller 31 til 303 i SEQ 
ID NO: 2, eller aminosyresekvenseme, der kodes for ved hjaelp af en hvilken 

15 som heist af DNA-sekvenserne ifolge (e), og 

(g) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenserne, der er 
specificeret i (a), (b), (c), (d), (e) eller (f). 

20 I denne specifikation pataenkes en henvisning, nSr en sidan gores til den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er Monet ind i plasmid 
pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299, ogsa at indbefatte den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremg&r af SEQ ID NO: 1 . 

25 Felgeligt kan udtrykkene "den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, 
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299" og "den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgSr af SEQ ID NO: 1 H 
bruges vilkMigt. 

30 DNA-sekvensen kan vaere af genomisk, cDNA eller syntetisk oprindelse eller 
en hvilken som heist kombination deraf. 

Den foreliggende opfindelse omfatter ogsS en klonet DNA-sekvens, der koder 
for et enzym, som fremviser .phospholipase A- og/eller phospholipase B- 
35 aktivitet og har aminosyresekvensen, der er vist som den modne del i SEQ ID 

NO: 2, som adskiller sig fra SEQ ID NO: 1 som f0lge af degenereringen af den 
genetiske kode. 
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DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, og/el!er en analog sekvens if0lge 
opfindeben kan klones fra en stamme af tradsvampen Fusarium oxysporum, 
som danner enzymet med phospholipase-aktivitet, eller en anden eller 
beslasgtet organisme som yderiigere beskrevet nedenfor (se afsnittet 
"Mikrobielle kildeO- 

Altemativt kan den analoge sekvens konstrueres pa basis af DNA-sekvensen, 
der er vist som den phospholipase-kodende del af SEQ ID NO: 1, den kan for 
eksempel vaere et udsnit deraf og/eller konstrueres ved hjaelp af indforelse af 
nukleotidsubstitutioner, som ikke giver anledning til en anden 
aminosyresekvens for phospholipasen. der kodes af DNA-sekvensen, men 
svarer til kodonanvendelsen for vaertsorganismen, som patsenkes til 
produktion af enzymet, eller ved hjaelp af indf0relse af nukleotkJsubstitutiqner, 
som kan give anfedning til en anden aminosyresekvens (det vil skje en variant 
til phospholipasen ifolge opfindelsen). 

Nar der udferes nukleotidsubstitutioner, er aminosyre-aendringeme fortrinsvis 
af en mindre betydende type, det vil sig konservative aminosyresubstitutioner, 
som ikke i betydelig grad pavirker proteinets foldning eller aktivltet; sma 
deletioner, typisk af en til ca. 30 aminosyrer; sma amino- eller 
carboxylterminale forlaengelser, sasom en aminoterminal methioninrest; et lille 
linkerpeptid pa op til ca. 20-25 raster; eller en lille forlaengelse, som letter 
oprensningen, sasom et polyhistidin-omnide; en antigen epitop eller et 
bindingsdomaene. 

Eksempler pa konservative substitutioner er inden for gruppen af basiske 
aminosyrer, sasom arginin, lysin, histidin; sure aminosyrer, sasom 
glutaminsyre og asparaginsyre, polaere aminosyrer, sasom glutamin og 
asparagin, hydrofobe aminosyrer, sasom leucin, isoleucin, valin, aromatiske 
aminosyrer, sasom phenylalanin, tryptofan, tyrosin, og sma aminosyrer, sasom 
glycin, alanin, serin, threonin, methionin. For en generel beskrivelse af 
nukleotidsubstitution, se for eksempel Ford et al. (1991), Protein Expression 
and Purification 2:95-107. 

Det vil vaere Mart for fagfolk. at sadanne substitutioner kan foretages uden for 
de omrader, der er kritiske for molekylets funktion, og stadkj resultere i et aktivt 
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polypeptid. Aminosyrer, der er essentielle for aktiviteten af polypeptidet, som 
kodes af den klonede DNA-sekvens ifolge opfindelsen og derfor fortrinsvis 
ikke har vaeret genstand for substitution, kan identificeres i overensstemmelse 
med kendte procedurer, sSsom sekvensstyret mutagenese eller alanin- 
scanningsmutagenese (cf. for eksempel Cunningham and Wells (1989), 
Science 244:1081-1085). I sidstnaavnte teknik indfares mutationer i hver rest i 
motekylet, og de resulterende mutante molekyler testes for biologisk (for 
eksempel phospholipase-) aktivitet til identificering af aminosyrerester, der er 
kritiske for moiekylets aktivitet. Sites for substrat-enzym-interaktion kan ogsS 
bestemmes ved hjaelp af en analyse af krystalstrukturen, der bestemmes ved 
hjaelp af teknikker, sSsom nuklear magnetisk resonans-analyses, krystallografi 
eller fotoaffinitetsmaerkning (cf. for eksempel de Vos et at. (1992), Science 
255:306-312; Smith et al. (1992), J. Mol. Biol. 224:899-904; Wlodaver et at. 
(1992), FEBS Lett. 309:59-64). 

Polypeptider ifalge den foreliggende opfindelse indbefatter ogsS fusionerede 
polypeptider eller spaltbare fusionspolypeptider, hvori et andet polypeptid er 
fusioneret i N-terminalen eller C-terminalen af polypeptidet eller et fragment 
deraf. Et fusioneret polypeptid dannes ved hjaelp af fusion af en 
nukleinsyresekvens (eller en del deraf), som koder for et andet polypeptid, til 
en nukleinsyresekvens (eller en del deraf) ifolge den foreliggende opfindelse. 
Teknikker til frembringelse af fusionerede polypeptider er kendte og indbefatter 
ligering af de kodende sekvenser, som koder for polypeptideme, sSledes at de 
er i laeseramme, og sSledes at ekspression af det fusionerede polypeptid er 
under kontrol af den samme promotor(er) og terminator. 

DNA-sekvensen tfolge opfindelsen kan klones fra stammen Escherichia colt 
DSM 11299 ved anvendelse af standard-kbningsteknikker, for eksempel som 
beskrevet af Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
Cold Spring Harbor Lab.; Cold Spring Harbor, NY. 

Da den foreliggende opfindelse har lost probtemet med udvikling af et egnet 
screeningsassay til anvendelse i en ekspressionskloningsteknik til kloning af 
en phospholipase ifolge opfindelse, se afsnittet med overskriften "Metode til 
kloning af en trSdsvampe-phospholipase", kan DNA-sekvensen rfolge 
opfindelsen nu klones ved hjaelp af en hvilken som heist generel metode, som 
inddrager 


NZAS-0007477 


DK/EP 08691 67 T3 

33 


- kloning i egnede vektorer af et cDNA-bibliotek fra en hvilken som 
heist organisme. der forventes at danne phospholipasen af interesse, 

- transformation af egnede geervaertsceller med naevnte vektorer. 

- dyrkning af vaertscelleme under passende betingelser til ekspression 
af et hvilket som heist enzym af interesse, der kodes af en klon i cDNA- 
biblioteket, 

- screening for positive Woner ved hjaelp af bestemmelse af eventuel 
phospholipase-aktivitet hos enzymet, derdannes af sadanne ktaner, og 

- isolering af det enzymkodende DNA fra sadanne (doner. 


Alternative kan DNA'et, der koder for en phospholipase folge opfindelsen, da 
den foreliggende opfindelse for forste gang tilvejebringer en klonet DNA- 
sekvens, som koder for et tradsvampe-PLA-enzym, i overensstemmelse med 
velkendte procedurer klones traditionelt fra en egnet kikJe, sasom en hvilken 
som heist af organismeme, der er naevnt i afsnittet "Mikrobielle Wider", ved 
anvendelse af syntetiske oligonukleotidprober, der er fremstillet pa basis af en 
DNA-sekvens, der er beskrevet heri. For eksempel kan en egnet 
oligonukleotidprobe fremstilles pa basis af den phospholipase-kodende del af 
nukleotidsekvenseme, der er vist i SEQ ID NO: 1, eller et hvilket som heist 
egnet udsnit deraf eller pa basis af aminosyresekvensen SEQ ID NO: 2. 

Da endvidere en klonet DNA-sekvens ifokje opfindelsen koder for et 
polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, er en raekke af de 
specifikke udfarelsesformer, som vedrarer et isoleret polypeptid med 
phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, ogsa udfarelsesformer for 
opfindelsen for en klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, som koder for et 
polypeptid med phospholipase-aktivitet Falgeligt vedrorer referencer og 
foretrukne og mest foretrukne udfarelsesformer for naevnte isolerede 
polypeptid med phospholipase-aktivitet ogsa en klonet DNA-sekvens ifolge 
opfindelsen. 

Som folge deraf vedrarer en udferelsesform for opfindelsen en klonet DNA- 
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sekvens ifolge opfindelsen. hvor phospholipasen, der kodes af naevnte DNA- 
sekvens, er en phospholipase A1 . 

I en yderligere udforelsesform er en klonet sekvens ifelge opfindelsen en 
5 klonet DNA-sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA- 
sekvens, er en phospholipase A2, og i en endnu yderligere udfarelsesform er 
en klonet sekvens ifolge opfindelsen en klonet DNA-sekvens, hvori 
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, eren phospholipase B. 

10 Fortrinsvis koder for naevnte klonede DNA-sekvens if0lge opfindelsen et 
polypeptid med phospholipase A1-aktivitet. 

Endvidere angdr opfindelsen en klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, hvori 
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en phospholipase, 
som i det vaesentlige er uafhaengig af Ca z+ -koncentrationen, der miles som: 
15 . 

- relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca 2 * i et 
phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigorelsen af fri fedtsyrer fra lecithin 
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100. 20 mM citrat, pH 5, 
der inkuberes i 10 minutter ved 37°C ( efterfulgt af standsning af reaktionen 
20 ved 95 °C i 5 minutter, hvor relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA/5 

mM Ca 2 * er et forhold, der er stone end 0,25, mere fortrinsvis et forhold, der er 
sterre end 0,5. 

Endnu yderligere angSr opfindelsen en klonet DNA-sekvens ifolge 
25 opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en 
phospholipase med en phospholipase-aktivitet, der er mindst 0,25 nmol/minut, 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 D C t mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut, 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C, mSIt i et enkeltlags-phospholipase-assay som 
f0lgen 

30 

a. i et enkeftlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes p& en grundigt 
oprenset overfalde af en bufferoptesning (10 mM Tris, pH 8,0, 25 °C) et 
enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en 
chloroform-optosning, 

35 

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for 
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DDPC pa ca. 63 A 2 /molekyle, 

c. en bufferoplBsning (som ovenfor), der indeholder 60 ug enzym, 
injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cyliner med 
et areal pa 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 mm 3 ) i "nul ordens-niveauet", 

d. enzymatisk aktlvitet bestemmes ved hjaelp af hastigheden af en mobil 
spurring, som komprimerer enkeltlaget til opretholdelse af konstant 
overfladetryk, efterhanden som uopteselige substratmolekyter hydrolyseres til 
mere vandoptaselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler, 
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, aestimeres ud fra det gennemsnitlige 
mptekyleareal (MMA) for DDPC. 

I en yderligere udf0relsesform angar opfindelsen en klonet DNA-sekvens 
ifalge Opfindelse, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er 
en phospholipase med en phospholipase-aktivitet, som er i stand til at frigare 
mindst 7 umol fri fedtsyre/minutfmg enzym. mere fortrinsvis mindst 15 pmol fri 
fedtsyre/minut/mg enzym, malt som folger 

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigorelsen af fri fedtsyrer 
fra lecithin i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM 
citrat, pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af 
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter. 

I yderligere udforelsesformer angar opfindelsen: 

en klonet DNA-sekvens ifakje opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af 
naevnte DNA-sekvens, er i stand til at udfare enzymatisk degummering af en 
spiseolie i overensstemmelse med en fremgangsmSde if0lge opfindelsen til 
reduktion af maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, 
som omfatter et ikke-hydrerbart phosphorindhold p5 mindst 50 ppm, og 

en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af 
nasvnte DNA-sekvens, er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm) og 
derved reducere phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm, hvor den 
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem naevnte 
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olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig optesning af phospholipasen, som er 
emulgeret i olien ( indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 11 
ppm, og efterfelgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie. 

5 En klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen er fortrinsvis en klonet DNA- 

sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er i stand 
til at udfore naevnte enzymatiske degummeringsproces i den 
vanddegummerede spiseolie ved anvendelse af mindre end 2 mg 
phospholipase (t0rstof)/kg olie, og hvorved phospholipasen er i kontakt med 
1 0 naevnte olie i et tidsrum pa 1 5 minutter til 2 timer. 

Fremganqsm jide til klonina af en trfldsvampe-phospholipase 

Man stodte p& en raekke tekniske vanskelighed, da man forsogte at isolere en 
15 phospholipase ifolge opfindelsen eller klone et polynukleotid, som kodede for 
den. Det syntes umuligt at isolere enzymet, og problemet med kloning af 
polynukleotidet blev forfulgt. 

Som beskrevet hen var der ingen kendt DNA-sekvens, som kodede en 
20 tradsvampe-phospholipase A, tilgaengelig. Folgeligt udviklede de foreliggende 

opfindere en kloningsstrategi p& basis af ekspressionskloning-Mjaer-teknikken 
(H. Dalboege et al., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og 
WO 94/14953). 

25 £t af de sterste problemer i forbindelse med denne teknik var, at gaer danner 
en indre aktivitet, som giver anledning til en phospholipase-baggrund i 
udpladningsassays. Denne baggrund viste sig at vaere staerkt afhaengig af 
maengden af substrat i assayskSlene, og maengden af substrat skulle derfor 
titreres omhyggeligt til at niveau, hvor baggrunden var lav nok, til at assayet 

30 kunne vaere pSIideligt under ekspressionsklonings-screeningsproceduren, men 
hoj nok til at reaktionen kan finde sted. 

Ydermere omfatter tr4dsvampestammer almindeligvis en raekke forskellige 
lipaser, hvoraf nogle endog fremviser begraenset phospholipase-aktiviteL 
35 Sddanne lipaser defineres heri som "en lipase med phosphoJipase- 

sideaktivitet (se afsnittet "Definitioner" heri). 
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I udpladningsassayet viste baggrunden af sadanne lipaser med 
phospholipase-sideaktivrtet sig ogsa at vsere staerkt afhaengig af maengden af 
substrat i assayskalene, og maengden af substrat skulle derfor titreres endnu 
mere omhyggeligt for at eliminere baggrundsaktfviteten fra bade gaercelleme 
og tradsvampelipaserne med phospholipase-sideaktivrtet. 

Ud over dette viste det sig, at der skulle foretages et omhyggeligt valg af 
substrat. da mange ikke tilvejebragte nogen funktionel losning pa problemet, 
fordi en raekke af de testede phospholipase-substrater gav en 
baggrundsaktivitet, som skyldtes, at lipaser uden phospholipase-aktivrtet var i 
stand til at reagere pa substrateme. Felgeligt skulle et stort antal substrater 
testes og titreres for at identificere et egnet substrat. 

Den fundne lesning til muliggarelse af udforelse af ekspressionskloningen af 
et phospholipase-kodende polynukleotid var anvendelse af Lipoid E80 (fra 
Lipoid GmbH) i omhyggeligt matte koncentrationer. I "Materiale og metode"- 
afsnittet heri fmdes en detaljeret beskrivelse af den komplette 
ekspressionskloning-i-gaer-metode, herunder et udpladningsassay, som leser 
de ovenfor beskrevne problemer. 

Homotooi/liahed for DNA-sekvenser 

DNA-sekvenshomologien/lkjheden, der henvises til ovenfor, bestemmes som 
graden af lighed meltem to sekvenser, som viser en afvigelse af den forste 
sekvens fra den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjaelp af 
kendte computerprogrammer, sisom GAP, der tilvejebringes i GCG- 
programpakken (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, 
august 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive. Madison, 
Wisconsin, USA 53711) (Needleman. S.B., og Wunsch, CD., (1970), Journal 
of Molecular Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med folgende 
indstilling til DNA-sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskaaring pa 5,0 
og GAP-foriaengelses-afskaering pa 0,3, fremviser det kodende omrSde af 
DNA-sekvensen en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %, mere fortrinsvis 
mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis mindst 95 %. mere 
fortrinsvis mindst 97 % med den phospholipase-kodende del af DNA- 
sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 (det vil sige position 23-1063 i SEQ ID 
NO: 1), eller mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 113- 
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1063 i SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-temninale rest i det modne 
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 
23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 929 svarer til den C-terminate rest i C- 
terminatt processeret secemeret aktivt enzym). 

5 

Hvbridiserinq 

Hybridiseringen, der henvises til ovenfor, pitaenkes at omfatte en analog DNA- 
sekvens, som hybridiserer til en dobbeltstrenget DNA-probe, der svarer til den 

1 0 phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 , det 
vil sige nukleotideme 23-1063, eller mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget 
DNA-probe, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 113-1063 i 
SEQ ID NO:1 (position 113 svarer til den N-terminale rest i det modne 
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget DNA-probe, der 

15 svarer tii DNA-sekvensen, der er vist i position 23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 
929 svarer til den C-terminale rest i det C-terminalt processerede secemerede 
aktive enzym) under i det mindste lave stringens-betingelser som beskrevet 
detaljeret nedenfor. 

20 Egnede forsogsbetingelser til bestemmelse af hybridisering ved lav, medium 

eller hoj stringens mellem en nukleotidprobe og en homolog DNA- eller RNA- 
sekvens inddrager forudgaende udbtodning af filteret, der indeholder DNA- 
fragmenteme eller RNA'et, der skal hybridisere, i 5 x SSC 
(natriumchlorid/natriumcitrat, Sambrook et aL, 1989) i 10minutter og 

25 praehybridisering af filteret i en oplesning af 5 x SSC, 5 x Denhardfs oplosning 
(Sambrook et al., 1989), 0,5 % SDS og 100pg/ml denatureret sonikeret 
laksesperma-DNA (Sambrook et al., 1989), efterfurgt af hybridisering I den 
samme opl0sning, som indeholder 10 ng/ml af en vilkSrlig primet (Feinberg, 
A.P., og Vogelstein, B. (1983), Anal. Biochem. 132:6-13), ^P-dCTP-maerket 

30 (specifik aktivitet > 1 x 10 9 cpm/pg) probe i 12 timer ved ca. 45 °C. Filteret 
vaskes herefter to gange i 30 minutter i 2 x SSC, 0,5 % SDS ved en 
temperatur p4 mindst 55 °C (lav stringens), mere fortrinsvis mindst 60 °C 
(medium stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 65 °C (medium/hoj 
stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 70 °C (haj stringens), endnu mere 

35 fortrinsvis mindst 75 °C (meget hoj stringens). 

Molekyler, hvortil oligonukleotidproben hybridiserer under disse betingelser, 
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pavises ved anvendelse af en X-rontgenfilm. 

Det har vist sig. at det er muligt teoretisk at forudsige om to givne DNA- 
sekvenser vil hybridisere under bestemte specifikke betingelser. 

5 

Folgeligt kan forsegsmetoden som et alternate til den overfor beskrevne til 
bestemmelse af, om en analog DNA-sekvens vil hybridisere til 
nukleotidproben, baseres pd en teoretisk beregning af den Tm 
(smeltetemperatur), hvorved to heterologe DNA-sekvenser med kendte 
10 sekvenser vil hybridisere under specificerede betingelser (for eksempel med 

hensyn til kation-koncentration og temperatur). 

For at bestemme smeltetemperaturen for heterologe DNA-sekvenser 
(Tm(hetero)) er det nodvendigt indledningsvis at bestemme 
smeltetemperaturen (Tm(homo)) for homologe DNA-sekvenser. 

15 

Smeltetemperaturen (Tm(homo)) for to helt komplementaere DNA-strenge 
(homodupleksdannelse) kan bestemmes ved anvendelse af folgende formel: 

Tm(homo) = 81,5 °C + 16 ( 6(log M) + 0,41 (% GC) - OW/oform) - (500/L) 
20 ("Current protocols in Molecular Biology". John Wiley and Sons, 1995), hvon 

"M" = den molaere kation-koncentration i vaskebuffer, 

M % GC" = % Guanin (G) og Cytosin (C) af det totale antal baser i DNA- 

sekvensen. 

25 "% form" * % formamid i vaskebufferen, og 

"L" = laengden af DNA-sekvensen. 

Ved anvendelse af denne formel og de eksperimentelle vaskebetingelserne, 
der er angivet ovenfor, er Tm(homo) for homodupleksdannelsen for 
30 nukleotidproben, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 , det 

vil sige nukleotiderne 23-1060: 

Tm(homo) = 81,5 + 16,6(log 0,30) + 0,41(56) - 0,61(0) - (500/1038) 
Tm(homo) = 103,5 °C. 
35 "M": 2 x SSC svarer til en kation-koncentration pd 0,3 M, 
M % GC": % GC i SEQ ID NO: 1, position 23-1060 er 56 %. 
"% form M : Der er intet formamid i vaskebufferen. 
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f 'L": Laengden af SEQ ID NO: 1, position 23-1063 er 1038 bp. 

Tm bestemt ved hjaelp af ovennaevnte formel er Tm for en 
homodupleksdannelse (Tm(homo)) mellem to hell komplementaere DNA- 
sekvenser. For at tilpasse Tm-vaerdien til en for to heterologe DNA-sekvenser, 
antager man, at en 1 % forskel i nukleotidsekvensen mellem de to heterologe 
sekvenser svarer til et faid p& 1 °C i Tm ("Current protocols in Molecular 
Biology". John Wiley and Sons, 1995). Tm(hetero) for 
heterodupleksdannelsen findes derfor ved at traekke homo!ogi-%-forskellen 
mellem den analoge sekvens, del drejer sig om, og nukleotidproben, der er 
beskrevet ovenfor, fra Tm(homo). DNA-homologiprocenten, som skal treekkes 
fra, beregnes som beskrevet heri (se nedenfor). 

HomoloQi med aminosvresekvenser 

Polypeptidhomologien, der henvises til ovenfor, bestemmes som graden af 
lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den forste sekvens for 
den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjaelp af kendte 
computerprogrammer, sasom GAP, der tilvejebringes » GCG-programpakken 
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8 ( august 1994, 
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 
53711) (Needfeman, S.B., og Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular 
Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med falgende indstilling til DNA- 
sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskaering p£ 3,0 og GAP- 
forlaengelses-afskaering pa 0,1, fremviser den modne del af et polypeptkJ, der 
kodes af en analog DNA-sekvens, en lighedsgrad pd fortrinsvis mindst 70 %, 
mere fortrinsvis mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis 
mindst 95 %, teaer mindst 97 % med den modne del af aminosyresekvensen, 
der er vist i SEQ ID NO: 2, det vil sige position 31-346 i SEQ ID NO: 2, eller 
mere fortrinsvis med aminosyresekvensen, der er vist I position 31-303 i SEQ 
ID NO: 2 (position 303 er den C-terminale rest i C-terminalt processeret 
secerneret aktivt enzym). 

Den foreliggende opfindelse er ogs5 rettet mod phospholipase-varianter med 
en aminosyresekvens, der adskiller sig i ikke mere end tre aminosyrer, 
fortrinsvis i ikke mere end to aminosyrer og mere fortrinsvis i ikke mere end en 
aminosyre fra den modne del af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
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NO: 2. 

Endvidere angar de ovennaevnte foretrukne aminosyreligheder ogsS en analog 
til en klonet DNA-sekvens if0lge opfindelsen, idet denne sekvens koder for et 
5 polypeptid f der fremviser phospholipase-aktivitet, og som er mindst 70 % 
homolog med polypeptidsekvensen, der er vist i position 31-346 i SEQ ID 
NO: 2, eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, 
der omfatter positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2. 

10 Immunolooisk krvdsreaktivitet 

Antistoffer, der skal anvendes til bestemmelse af immunologisk 
krydsreaktivitet, kan fremstilles ved anvendelse af en oprenset phospholipase. 
Mere specifikt kan der dannes antiserum mod phospholipasen if0lge 

15 opfindelsen ved hjaelp af immunisering af kaniner (eller andre gnavere) i 
overensstemmelse med procedures der er beskrevet af Axelsen et al, j A 
Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific 
Publications, 1973, Chapter. 23, eller A. Johnstone og R. Thorpe, 
Immunochemistry in Practice, Bladkwell Scientific Publications, 1982 

20 (naermere bestemt side 27-31). Oprensede immunoglobuliner kan opnAs fra 
antiserumet, for eksempel ved hjaelp af saltfseldning ((NH 4 )2S0 4 ). efterfulgt af 
dialyse og ionbytningskromatografi, for eksempel pd DEAE-Sephadex. 
Immunokemisk karakterisering af proteiner kan udferes enten ved hjaelp af 
Outcherlony-dobbeltdiffusionsanalyse (O. Ouchterlony i: Handbook of 

25 Experimental Immunology (D.M. Weir, Ed.), Blackwell Scientific Publications, 
1967, pp. 655-706), ved hjaelp af kryds-immunelektroforese (N. Axelsen et al., 
supra, kapitel 3 og 4) eller ved hjaelp af raket-immunelektroforese (N. Axelsen 
et al., kapitel 2). 

30 Mikrobielle kilder 

PS prtoriteringsdatoen for den foreliggende opfindelse er taksonomien, der 
anvendes nedenfor, i overensstemmelse med World Wide Web (WWW). 
NCBI-taksonomi-browseren. 

35 

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet og den tilsvarende klonede 
DNA-sekvens ifolge opfindelsen kan opnSs fra en hvilken som heist 
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mikroorganisme, fortrinsvis en Wdsvamp, en gaercelte eller en bakterie. 

Fortrinsvis kan en phospholipase og den tilsvarende ktonede DNA-sekvens 
ifelge opfindelsen opnSs fra en tridsvampestamme, hvor en foretrukken 
raekke er Ascomycota, hvor en foretrukken klasse er Pyrenomycetes, som 
omfatter den foretrukne familie Nectriaoeae. 

Mere fortrinsvis kan phospholipasen og den tilsvarende klonede DNA-sekvens 
ifolge opfindelsen opnSs fra en stamme af slaegten Fusarium, sSsom en 
stamme af F. culmorum, F. heterosporum eller F. so/an/, tsaer en stamme af 
Fusarium oxysporum, 

EndvkJere kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens 
ifolge opfindelsen opnSs fra en trSdsvampestamme fra slaegten Aspergillus, 
sasom en stamme af Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus 
japonicus, Aspergillus niger eller isaer Aspergillus oryzae. 

Et isolat fra en stamme af Fusarium oxysporum, hvorfra en phospholipase 
if0lge opfindelsen kan opnds, er blevet deponeret i overensstemmelse med 
the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of 
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved the Deutche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 
1b f D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM). 

Deponeringsdato: 6. juni 1983 
Deponents ref.: NN041759 
DSM-nr.: Fusarium oxysporum DSM-nr. 2672 

Endvidere er ekspressionsplasmidet pYES 2.0, som omfatter den udforkortede 
cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifolge opfindelsen, blevet 
transformeret ind i en stamme af Escherichia coli t som blev deponeret i 
overensstemmelse med the Budapest Treaty on the International Recognition 
of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved 
the Deutche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Mascheroder Weg 1b t 0-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM). 

Deponeringsdato: 25. november 1996 
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Deponents ref.: NN049279 

DSM-nr.: Escherichia coli DSM-nr. 11299 

Ekspressionsvektorer 

5 

Ekspresslonsvektoren ifolge opfindelsen kan vaere en hvilken som heist 
ekspressionsvektor. som pa bekvem vis kan udsaettes for rekombinant-DNA- 
procedurer, og valget af vektor vil ofte afhasnge af vaertscellen, hvori vektoren 
skal indf0res. Vektoren kan saledes vasre en autonomt replikerende vektor. 
10 det vil sige en vektor. der findes som en ekstrakromosomal enhed. hvis 
replikation er uafhaengig af kromosomal replikation. for eksempel et plasmid. 
Altemativt kan vektoren vaere en. der. nar den indfores i en vaertcelle. 
integreres i vajrtscellegenomet og replikeres sammen med kromosomet eller 
kromosomeme, hvori den er integreret. 

15 

I ekspressionsvektoren skal DNA-sekvensen, der koder for phospholipasen, 
vaere operationelt koblet til en egnet promotor- eller terminatorsekvens. 
Promotoren kan vaere en hvilken som heist DNA-sekvens, der fremviser 
transkriptionel aktivitet i den valgte vaertsoelle. og kan stamme fra gener, der 
20 koder for proteiner. som enten er homologe eller heterologe for vaertscellen. 

Procedureme, som anvendes til ligering af DNA-sekvenseme, der koder for 
phospholipasen. promotoren og terminatoren. og til insertion af disse i egnede 
vektorer er velkendte (cf. for eksempel Sambrook et al. (1989), Molecular 
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. NY). 


25 


30 


35 


Eksempler pa egnede promotorer til anvendelse i tradsvampevaertscelter er for 
eksempel ADH3-promotoren (McKnight et al.. The EMBO J. 4:2093-2099 
(1985)) eller tpiA-promotoren. Eksempler pa andre anvendelige promotorer er 
de. der stammer fra genet, der koder for Aspergillus o/yzae-TAKA-amylase. 
R/7izomocorm/e/?e/-asparagin-proteinase, Aspergillus n/ger-neutral a-amylase, 
Aspergillus n^er-syrestabil a-amylase. Aspergillus niger- eller Aspergillus 
awamo/^glucoamylase (gluA), Rhizomucor mieheiAipase, Aspergillus oryzae- 
alkalisk protease, Aspergillus oryzae-triosephosphatHsomerase eller 
Aspergillus n/cfw/ans-acetamidase. 
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Vaertsceller 

Den foreliggende opfindelse angdr ogs& rekombinante vaertsceller, som 
omfatter en nukleinsyresekvens if0lge opfindelsen, hvor celleme med fordel 
5 kan anvendes i den rekombinante produktion af polypeptiderne. Udtrykket 
"vaertscelle" omfatter et hvilket som heist afkom af en parentalcelle, som ikke 
er identisk med parentalcellen p& grund af mutationer, der forekommer under 
replikation. 

10 Cellen transformeres fortrinsvis med en vektor, som omfatter en 
nukleinsyresekvens folge opfindelsen, efterfulgt af integrering af vekloren i 
vaertskromosomet. 

'Transformation" betyder Indforelse af en vektor, som omfatter en 
1 5 nukleinsyresekvens ifolge den foreliggende opfindelse i en vaBrtscelle, sSledes 
at vektoren opretholdes som en kromosomalt integreret sekvens eller som en 
selvreplikerende ekstrakromosomal vektor. Integrering anses almindeligvis for 
at vaere en fordel, da det er mere sandsynligt at nukleinsyresekvensen 
opretholdes stabilt i cellen. Integrering af vektoren i vaBrtskromosomet kan 
20 forekomme ved hjaelp af homolog eller ikke-homolog rekombination som 
beskrevet ovenfor. 

I en foretrukken udforelsesform er vaertscellen en svampecelle. "Svampe" 
indbefatter som anvendt heri raekken Ascomycota t Basidiomycota, 

25 Chytridiomycota og Zygomycota (som defineret af Hawksworth et al. v I: 
Ainsworth og Bisby's Dictionary of The Fungi, 8. udgave, 1995, CAB 
International, University Press, Cambridge, UK) sdvel som Oomycota (som 
anfort i Hawksworth et al. v 1995, supra, page 171) og alle mitosporiske 
svampe (Hawksworth et al„ 1995, supra). Representative grupper af 

30 Ascomycota indbefatter for eksempel Neumspora, Eupenicillium (*= 
Penicillium), Emericella (= Aspergillus), Eurotium (- Aspergillus) og de 
egentlige gaer, der er anf0rt ovenfor. Eksempler p& Basidiomycota indbefatter 
paddehatte, rust og brand. Representative grupper af Chytridiomycota 
indbefatter for eksempel Allomyces, Blastodadiella, Coelomomyces og 

35 akvatiske svampe. Representative grupper af Oomycota indbefatter for 
eksempel saprolegniomycetose akvatiske svampe (vandskimmelsvampe), 
sSsom Achlya, Eksempler p£ mitosporiske svampe indbefatter Aspergillus, 
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Penicillium, Candida og Alternate. Representative grupper af Zygomycota 
indbefatter for eksempel Rhizopus og Mucor. 

I en foretrukken udfarelsesform er svampevaBrtscelle en tradsvampecelle. 
•Tradsvampe" indbefatter alle tradagtige former af undergruppen Eumycota og 
Oomycota (som defineret af Hawksworth et al., 1995, supra). Tradsvampene 
er kendetegnet ved et vegetativt mycelium, der bestir af chitin, cellulose, 
glucan, chitosan. mannan og andre komplekse polysaccharider. Vegetativ 
vaekst sker ved hyfal forlaengelse, og carbonkataboHsmen er obligat aerob. I 
modsa3tning herfil sker vegetativ vaekst hos gaer. sSsom Saccharomyces 
cerevisiae, ved hjaslp af knopskydning fra en unicellular thallus, og 
carbonkatabolismen kan vaere fermentativ. I en mere foretrukken 
udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en celle fra en art af men ikke 
begraenset til Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor, 
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia, Tolypocladium og 
Trichoderma eller en teleomorf eller et synonym dertil. I en endnu mere 
foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en Aspergillus<e\\e. I en 
anden endnu mere foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en 
AcremoniurrxeWe. I en anden endnu mere foretrukken udfarelsesform er 
tradsvampevaertscellen en Fusanum-celle. I en anden endnu mere foretrukken 
udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en Humicola-ceWe. I en anden 
endnu mere foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en Mucor- 
celle. I en anden endnu mere foretrukken udfarelsesform er 
tradsvampevaertscellen en Myceliophthora-ceUe. I en anden endnu mere 
foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en /Veurospora-celle. I 
en anden endnu mere foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen 
en Penicillium-ce\\e. I en anden endnu mere foretrukken udfarelsesform er 
tradsvampevaBrtscellen en 77we/awa-celle. I en anden endnu mere foretrukken 
udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en Tolypocladiunnxlte. | en anden 
endnu mere foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en 
Trichoderma-ceWe. I en mest foretrukken udfarelsesform er 
tradsvampeveertscellen en Aspergillus awamori-, Aspergillus foetidus-, 
Aspergillus japonicus-, Aspergillus niger- eller Aspergillus oryzae-celle. I en 
anden mest foretrukken udfarelsesform er tradsvampevaertscellen en 
Fusarium-ceUe fra gruppen Discolor (ogsa kendt som gruppen Fusarium). I en 
anden foretrukken udfarelsesform er tradsvampeparentalcellen en Fusarium- 
stamme fra udsnittet Elegans, foreksempel Fusarium oxysporum. I en anden 
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mest foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Humicola 
insolens- eller Thermomyces lanuginosa-ce\\e. I en anden mest foretrukken 
udferelsesform er trSdsvampevaertscellen en Rhizomucor rwe/ieAcelle. I en 
anden mest foretrukken udforelsesform er trSdsvampevaertscellen en 
5 Myceliophthora thermophilurrhceWe. I en anden mest foretrukken 
udf0relsesfomi er trSdsvampevaBrtscellen en Neurospora crassa-celle. I en 
anden mest foretrukken udforelsesform er trSdsvampevaertscellen en 
Penicillium purpurogenum-ce\\e. I en anden mest foretrukken udferelsesform 
er trSdsvampevaertscellen en Thielavia terrestris-ceWe. I en anden mest 
10 . foretrukken udferelsesform er rric/KXfem?a-ce!len en Trichoderma harzianurrh, 
Trichoderma koningih Trichoderma longibrachiatum-, Trichoderma reesei- 
eller Trichoderma viride-ce\\e. 

Svampeceller kan transformeres ved hjselp af en proces, der inddrager 
15 protoplast-dannelse, transformation af protoplasterne og regenerering af 
cellevaeggen pd en mdde, der er kendt per se. Egnede procedurer til 
transformation af Aspergillus-v&rtscetter er beskrevet i EP 238 023 og Yefton 
et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81:1470- 
1474. En egnet fremgangsmSde til transformation af Fusarium-arler er 
20 beskrevet af Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156 eller i sidelobende US 
serienr. 08/269 449. Gaer kan transformeres ved anvendelse af procedureme, 
der er beskrevet af Becker og Guarente, I: AbeJson, J.N., og Simon, M.I., 
editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in 
Enzymology 194.182-187, Academic Press, Inc., New York; Ito et al, 1983, 
25 Journal of Bacteriology 153:163; og Hinnen et al„ 1978, Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 75:1920. Mammaliaceller kan 
transformeres ved hjaelp af direkte optagelse ved anvendelse af 
calciumphosphat-faeldningsmetoden ifalge Graham og Van der Eb (1978, 
Virology 52:546). 

30 

Fremqanqsm&de til frembrinqelse af phospholipase 

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til frembringelse 
af et isoteret enzym rfolge opfindelsen, hvorved en egnet vaertscelle, som er 
35 blevet transformeret med en DNA-sekvens, der koder for enzymet, dyrkes 
under betingelser, der Sbner mulighed for dannelsen af enrymet, og det 
resulterende enzym indvindes fra kulturen. 
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NSr en ekspressionsvektor, der omfatter en DNA-sekvens, som koder for 
enzymet, transfomneres ind i en heterolog vaertscelle, er det muligt at 5bne 
mulighed for heterolog rekombinant produktion af enzymet ifolge opfindelsen. 

Derved er det muligt at opnS en staerkt oprenset phospholipase- 
sammensaetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for homologe urenheder. 

I den foreliggende opfindelse kan den homologe vaertscelle vaere en stamme 
af Fusarium oxysporvm. 

Mediet. som anvendes til at dyrke de transformerede vaertsceller, kan vaere et 
hvilket som heist traditionelt medium, som er egnet til dyrkning af de 
pagasldende vaertsceller. Den udtrykte phospholipase kan passende 
secerneres ud i dyrkningsmediet og indvindes derfra ved hjaelp af velkendte 
procedurer, herunder separering af celleme fra mediet ved hjaelp af 
centrifugering eller filtrering, faeldning af proteinagtige bestanddele i mediet 
ved hjaelp af et salt, sdsom ammoniumsulphat, efterfulgt af kromatografiske 
procedurer, sSsom ionbytningskromatografi, affinitetskromatografi eller 
lignende. 

Anvendelse af phospholipase 

Foruden anvendelsen af en phospholipase i en ny fremgangsmade ifolge 
opfindelse til enzymatisk degummering af en spiseoiie, som omfatter en stor 
maBngde af ikke-hydrerbart phosphor, er en raekke andre anvendelser af 
phospholipaser kendte. 

SSdanne kendte anvendelser af phospholipaser er beskrevet nedenfor. 

Phospholipasen ifclge opfindelsen kan anvendes i en hvilken som heist 
anvendelse, hvor det anskes at hydrolysere fedtsyregruppen eller grupperne i 
et phospholipid eller lysophospholipid, sSsom lecithin eller lysolecithin. 
Phospholipasen anvendes fortrinsvis ved pH 3-10 og ved 30-70 °C (iseer 40- 
60 °C). Hvis det 0nskes, kan phospholipasen inaktiveres efter reaktionen ved 
at uds^tte den for varmebehandling, for eksempel ved pH 7 ( 80 °C i 1 time 
eller 90 °C i 10 minutter. 
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Som eksempel kan phospholipasen ifelge opfindelsen anvendes i 
fremstillingen af dej, bred og kager, for eksempel til at forbedre bradets eller 
kagens elasticitet Phospholipasen kan sdledes anvendes i en proces tif 
frembringelse af brad, som omfatter tilsaetning af phospholipasen til 
5 bestanddelene i en dej ( aeltning af dejen og bagning af dejen til frembringelse 
af brod. Dette kan udfores analogt med US 4 567 046 (Kyowa Hakko), JP-A 
60-78529 (QP Corp.), JP-A 62-111629 (QP Corp.), JP^A 63-258528 (QP 
Corp,) eller EP 426211 (Unilever), 

10 Phospholipasen ifolge opfindelsen kan ogsS anvendes til at forbedre 
filtrerbarheden af en vandig oplosning eller opslemning af carbohydrat- 
oprindelse ved hjaelp af behandling af den med phospholipasen. Dette er 
saerligt anvendeligt til en oplosning eller opslemning, som indeholder et 
stivelseshydrolysat, isaer et hvedestivelseshydrolysat, da denne har en 

1 5 tendens til at vaere vanskelig at filtrere og at give uklare filtrater. Behandlingen 
kan udferes analogt med EP 219 269 (CPC International). 

Endvidere kan en phospholipase ifolge opfindelsen anvendes til partiel 
hydrofyse af phospholipider, fortrinsvis lecithin, til opnSelse af forbedrede 
20 phospholipid-emulgeringsmidier. Denne anvendelse beskrives yderligere i 
produktark til Lecitase™ (Novo Nordisk A/S), som angfir brugen deraf, og i 
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (Udgiven VCH Weinheim 
(1996)). 

25 Endvidere kan en phospholipase ifolge opfindelsen anvendes i en proces til 
produktion af et dyrefoder, som omfatter blanding af phospholipasen med 
foderstoffer og mindst 6t phospholipid. Dette kan gores analogt med EP 743 
017. 

30 DeqummerinQ af plante-Zspiseolier i overensstemmelse med kendte 

procedurer 

I overensstemmelse med kendte procedurer kan phospholipasen ifofce 
opfindelsen anvendes i en proces til reduktion af indholdet af phospholipid i en 
35 spiseolie, som omfatter behandling af olien med phospholipasen til 

hydrolysering af hovedparten af phospholipiden og separering af en vandig 
fase, som indeholder det hydrolyserede phospholipid fra olien. Denne proces 
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er anvendelig til oprensning af en hvilken som heist spiseolie, der indeholder 
phospholipid, for eksempel planteolie, sasom sojabonneolie, rapsfraolie og 
solsikkeolie. 

For den enzymatiske behandling forbehandles planteolien fortrinsvis til 
fjemelse af slim (mucilago), for eksempel ved hjaelp af vadraffinering. Olien vil 
typisk indeholde 50-250 ppm phosphor som phospholipid ved starten af 
behandlingen med phospholipase, og processen ifokje opfindelsen kan 
reducere denne vaerdi til under 1 1 ppm, mere fortrinsvis under 5 ppm. 

Den enzymatiske behandling udferes ved hjaelp af dispersion af en vandig 
oplasning af en phospholipase, fortrinsvis som sma draber med en 
gennemsnitlig diameter pa under 10 urn. Maengden af vand er fortrinsvis 0,5-5 
vaegt-% i forhold til olien. Et emulgeringsmiddel kan eventuelt tilsssttes. 
Mekanisk bevaegelse kan anvendes til opretholdelse af emulsionen. 

Den enzymatiske behandling kan udferes ved et hvilket som heist pH i 
intervallet 1,5-8. pH kan justeres ved hjaelp af tilsastning af citronsyre, en 
chratbuffer eller HCI. 

En passende temperatur er almindeligvis 30-70 °C (isaer 40-60 °C). 
Reaktionst'den vil typisk vaere 0,5-12 timer (for eksempel 2-6 timer), og en 
passende enzymdosis vil sasdvanligvis vaere 100-5000 IU pr. liter olie, isaer 
200-2000 IU/I. 

Den enzymatiske behandling kan udferes batchvis. for eksempel i en tank 
med omrering. eller kan vaere forttebende. for eksempel i en serie af omrerte 
reaktortanke. 

Den enzymatiske behandling felges af separering af en vandfase og en 
oliefase. Denne separering kan udferes ved hjaelp af traditionelle midler, for 
eksempel centrifugering. 

I andre henseender kan processen udf0res i overensstemmelse med kendte 
principper, for eksempel analogt med US 5 264 367 (Metallgesellschaft. 
RGhm); K. Dahlke & H. BucbokJ, INFORM 6(12):1284-91 (1995); H. Buchold, 
Fat Sci. Technol. 95(8):300-304 (1993); JP-A 2-153997 (Showa Sangyo); eller 
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EP 654 527 (Metalgesellschaft, R6hm). 

Anvendetse af en phospholipase ifolge opfindelsen til baoning 

Phospholipasen ifolge opfindelsen kan anvendes i brad-forbedrende additiver, 
for eksempel dejsammensaetninger, dejadditiver, dejkonditioneringsmidler, 
faerdigblandinger og tilsvarende praeparater, som traditionelt tilsaettes til melet 
og/eller dejen i tobet af processer til frembringelse af bred eller andre bagte 
produkter til tilvejebringelse af forbedrede egenskaber for bred eller andre 
bagte produkter. 

En udforelsesform for opfindelsen angSr derfor en brodforbedrende og/eller en 
dejforbedrende sammensaetning og endvidere anvendelsen af en 
phospholipase rfekje opfindelsen i sSdanne sammensaetninger og en dej eller 
et bagt produkt, som pmfatter en brodforbedrende og/eller en dejforbedrende 
sammensaetning ifolge opfindelsen. 

I det foreliggende sammenhaeng pStaBnkes udtrykkene "bredforbedrende 
sammensaetning" og "dejforbedrende sammensaetning" at angive 
sammensaetninger, som foruden enzymbestanddelen kan omfatter andre 
staffer, som traditonelt anvendes til bagning til forbedring af dejens og/eller de 
bagte produkters egenskaber. Eksempler p& sSdanne bestanddele er anfert 
nedenfor. 

I det foreliggende sammenhaeng pStaenkes udtrykket 'forbedrede egenskaber* 
at angive en hvilken som heist egenskab, der kan forbedres ved hjaelp af 
virfcningen af et phospholipase-enzym ifelge opfindelsen. Isaer resulterer 
anvendelsen af phospholipase i et foreget volumen og en forbedret 
krummestruktur og anti- H friskhedstab"s-egenskaber hos det bagte produkt, 
s5vel som en foreget styrke, stabilitet og reduceret klaebetiibojelighed og 
derved forbedret maskinbearbejdelighed hos dejen. Effekten pd dejen har vist 
sig at vaare saerlig god, nSr der anvendes en mel af ringe kvalrtet. Den 
forbedrede maskinbearbejdelighed har saerlig betydning i forbindelse med dej, 
derskal bearbejdes industries 

De forbedrede egenskaber vurderes ved hjaelp af sammenligning med dej 
og/eller bagte produkter, der er fremstillet uden tilsaetning af phospholipase 
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ifolge den foreliggende opfindelse. 

Den brad- og/eller dejforbedrende sammensaetning ifolge opfindelsen kan 
yderligere omfatte et andet enzym. Eksempler pa andre enzymer en cellulase, 
en hemicellulase. en pentosanase (der er anvendelig til partiel hydrolyse af 
pentosaner, som cger dejens udvidelsesevne), en glucoseoxidase (der er 
anvendelig til at gere dejen stserkere). en lipase (der er anvendelig til 
modificering af lipider, der er til stede i dejen eller dejbestanddele til btedgoring 
af dejen), en peroxidase (der er anvendelig til forbedring af dejkonsistensen), 
en protease (der er anvendelse til glutensvaekkelse. isaer ved anvendelse af 
hard hyedemeO, en peptidase og/eller en amylase, for eksempel a-amylase 
(der er anvendelig til tilvejebringelse af sukre. der kan fermenteres ved hjaelp 
af gaer). 

Endvidere eller som et alternativ til andre enzymbestanddele kan den 
dejforbedrende og/eller bredforbedrende sammensaetning omfatte et 
traditionelt anvendt bagemiddel, for eksempel en eller flere af folgende 
bestanddele: 

Et maelkepulver (som tilvejebringer skorpefarve), gluten (til at forbedre svage 
meles gastilbageholdelsesstyrke), et emulgeringsmiddel (til at forbedre dejens 
udvidelsesevne og i nogen grad konsistensen af det resulterende bred), 
granuleret fedt (til bledgering af dejen og for bredets konsistens). en oxidant 
(som tilssettes for at forsteerke glutenstrukturen, for eksempel ascorbinsyre, 
kaliumbromat, kaliumiodat eller ammoniumpersulfat), en aminosyre (for 
eksempel cystein), en sukker og salt (for eksempel natriumchlorid, 
calciumacetat, natriumsulfat eller calciumsulfat, hvis funktion er at gare dejen 
fastere), mel eller stivelse. 

Eksempler pa egnede emulgeringsmidler er mono- eller diglycerider. 
diacetylvinsyre-estere af mono- eller diglycerider. sukker-estere af fedtsyrer, 
polyglycerol-estere af fedtsyrer, maelkesyre-estere af monoglycerider, 
eddikesyre-estere af monoglycerider, polyoxyethylenstearater, phospholipider 
og lecithin. 

I det foreliggende sammenhaeng patsenkes udtrykket "bagt produkt" at 
Indbefatte et hvilket som heist produkt, der er fremstillet af dej, som enten har 
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en bted eller en sprad karakter. Eksempler pi bagte produkter, hvad enten de 
er at hvid, lys eller mork type, som med fordel kan fremstilles ved anvendelse 
af den foreliggende opfindelse, er brod (isaer hvidt brad, fuldkorns- eller 
rugbred), typisk i form af hele bred eller kuvertbred, fransk baguette-type bred, 
5 pitabrcd, tacos, kager, pandekager, kiks, knaekbrod og lignende. 

Dejen ifolge opfindelsen kan vaere af en hvilken som heist af typerne, der er 
beskrevet ovenfor, og kan vaere frisk eller frosset. 

10 Fra ovennaevnte beskrivelse vil det fremga, at dejen ifolge opfindelsen normalt 
er en surdej eller en dej t der skal symes. Dejen kan syrnes pS forskellige 
mader, sdsom ved hjaelp af tilsaetning af natriumbicarbonat eller lignende eller 
ved hjaelp af tilsaetning af en surdej (gaerende dej), men det foretraekkes at 
syme dejen ved hjaelp af tilsaetning af en egnet gaerkuftur, sSsom en kuftur af 

15 Saccharomyces cerevisiae (bagegaer); En hvilken som heist af de kommerdelt 
tilgaengelige S. ce/ews/ae-stammer kan anvendes. 

I en sidste udforelsesform angSr opfindelsen anvendelsen af en 
phospholipase rfolge opfindelsen til fremstllling af pastadej, som fortrinsvis 

20 fremstilles af durummel eller en met af sammenlignelig kvalitet Dejen kan 

fremstilles ved anvendelse af traditionelle teknikker og phospholipasen 
anvendes i en tilsvarende dosls, som den der er beskrevet ovenfor. 
Phospholipasen er fortrinsvis af mikrobiel oprindelse, for eksempel som 
beskrevet heri. Det pdtaenkes, at phospholipasen, nSr den anvendes til 

25 fremstilling af pasta, resulterer i en forstaerkning af glutenstrukturen og sSledes 
en reduktion i dejens klaebetilbejelighed og en forbedret dejstyrke. 

Anvendelse af lipaseaktivitet hos et enzvm ifglge opfindelsen 

30 Som vist i forscgseksempleme heri kan en phospholipase if0lge opfindelsen 
yderligere fremvise lipaseaktivitet. 

Folgeligt angSr opfindelsen yderligere anvendelsen af denne lipaseaktivitet i 
standardanvendelser af en lipase, isaer til anvendelse i rengorings- og 
35 detergentsammensaetninger. SSdanne re ngo rings- og 

detergentsammensaetninger er velbeskrevne, og der henvises til WO 
96/34946, WO 97/07202 og WO 95/30011 for yderligere beskrivelser af 
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egnede rengorings- og detergentsammensaetninger. 

Opfindeisen beskrives mere detaljeret i fclgende eksempler, som ikke pa 
nogen mSde har til hensigt at begraense raekkevidden af den pSberSbte 
opflndelse. 

Materialer oq metoder 
Deponerede oraanismer 

Fusarium oxysporvm DSM 2672 omfatter phospholipasen, der koder for DNA- 
sekvensen ifolge opfindeisen. 

Escherichia coli DSM 11299, som indehokJer plasmidet, der omfatter den 
uforkortede cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifolge opfindeisen, i 
den bifunktionelle vektor pYES 2.0. 

Andre stammer 

Gaerstamme: Den anvendte Saccharomyces cerews/ae-stamme var W3124 
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137; prc1::HIS3; 
prb1:;LEU2;cir+). 

£ co//-stamme: DH1 OB (Life Technologies). 
Plasmider 

iAspefg/ffus-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der 
er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet 
i WO 93/11249. 

pYES 2.0 (Invitrogen), 

PA2PH10 (se eksempel 7). 

Generelle motekvlaerbioloQiske fremaanosmader 
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egnede reng0rings- og detergentsammensaetninger. 

Opfindelsen beskrives mere detaljeret i folgende eksempler, som ikke p& 
nogen m&de har til hensigt at begraense raekkevfdden af den pSberibte 
5 opfmdelse. 

Materialer oq metoder 

Deponerede oraanismer 

10 

Fusarium oxyspomm DSM 2672 omfatter phospholipasen, der koder for DNA- 
sekvensen ifelge opfindelsen. 

Escherichia coli DSM 11299, som indehokJer plasmidet, der omfatter den 
15 uforkortede cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifclge opfindelsen, i 

den bifunktionelle vektor pYES 2.0. 

Andre stammer 

20 Gaerstamme: Den anvendte Saccharomyces cerews/ae-stamme var W3124 

(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137; prd::HIS3; 
prb1::LEU2; cir+). 

£ co/Astamme: DH10B (Life Technologies). 

25 

Plasmider 

Aspe/pZ/fc/s-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der 
er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet 
30 i WO 93/11249. 

pYES 2.0 (Invitrogen). 

pA2PH10 (se eksempel 7). 

35 

Generelle motekvlaerbtologiske fremaanasmader 
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Den enzymaktivitet, der er nodvendig til frembringelse af 1 umol fedtsyre pr. 
minut fra enzymreaktionen, defineredes som 1 enhed. 

Ekspressionsktonino i aaer 

Ekspressionskloning i gaer blev udfert som beskrevet udforligt af H. Dalboege 
et al. (H. Dalboege et al., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260; WO 
93/1 1249; WO 94/14953), der medtages heri som reference. 

Alle indivkJuelle trin i ekstraktion af totalt RNA, cDNA-syntese, 
mungbonnenukleasebehandling, stump-endedannelse med T4-DNA- 
porymerase og konstruktion af biblioteker blev udfert i overensstemmelse med 
referenceme, der er naevnt ovenfor. 

Fermenterinasprocedure af Fusa rium oxvsparum DSM 2672 til mRNA- 
isolerinq 

Fusarium oxysporvm DSM 2672 btev dyrket i YPD-medium I 4 dage ved 
30 °C. 10 pi supernatant blev testet for phospholipase-aktivitet i 
udptadningsassayet, der er beskrevet nedenfor. 

mRNA blev isoleret fra mycelium fra denne kultur som beskrevet i H. Dalboege 
et al., Mol. Gen. Genet. (1994). 243:253-260, WO 93/11249 og WO 94/14953. 

Identificeri nq af positive qaerkloner (udpladninosassay) 

Identifrcering af positive gaerktoner (det vil sige kloner, som omfatter et gen, 
der koder for phospholipase-aktivitet) blev udfert som beskrevet nedenfor. 

Gaartransformanteme udplades pa SC-agar, der indeholder 2 % glucose, og 
inkuberes i 3 dage ved 30 *C. Et celluloseacetat-fiKer (OE67, Schleicher & 
Schuell) anbringes ovenpa cellerne og overfores herefter til skalene, der 
indeholder SC-agar og 2 % galactose med cellerne ovenpa filteret. Efter 3 
dages inkubation ved 30 °C overferes filteret med celler til substratskale. 
Positive kloner identificeres som kolonier, der fremkalder en blagron zone i 
substratskalen under kolonien. 
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SubstratskSlene er fremstillet pS felgende made: 2,5 g agar (BA-30 I IMA 
Aga*8>, Funakoshi Co. Ltd.) tilsaettes til 137,5 ml H 2 0, opvarmet til kogning i en 
mikrobolgeovn. Efler nedkaling til ca. 60 °C tilsaettes 30 ml af folgende 
blanding; 62,5 ml 0 f 4 M Tris-HCI-buffer (pH 7,5) og 50 ml 3 % Lipoid E80 
5 (Lipoid GmbH, D-67065 Ludwigshafen, Tyskland), som er oplest i 2 % Triton 

X-100 (volumen/volumen), og 0,5 ml 2 % Brilliant Green-optesning i H 2 Q. 
Koncentrationen af substratet er vigtig. Hvis koncentrationen er for haj, kan det 
give antedning til baggrundsaktivitet fra gaerceller og/eller fra 
trddsvampelipaser med phospholipase-sideaktivitet. 

10 

Isoterino af et cDNA-qen til ekspression i Aspergillus 

En phospholipase-producerende gaBrkoloni podes i 20 ml YPD-medium i et 50 
ml-glas-reagensglas. Reagensglasset rystes i 2 dage ved 30 °C. Cellerne 
1 5 hostes ved hjaelp af centrifugering i 1 0 minutter ved 3000 rpm. 

DNA isoleres ifolge WO 94/14953 og opuses i 50 ml vand. DNA'et 
transformeres ind i £ coli ved hjaelp af standardprocedurer. Plasmid-DNA 
isoleres fra £, coli ved anvendelse af standardprocedurer og analyseres ved 
20 hjaelp af restriktionsenzymanalyse. cDNA-insertet skaeres ud ved anvendelse 
af passende restriktionsenzymer og ligeres ind i en Aspergillus- 
ekspressionsvektor. 

Transformation af Aspergillus orvzae eller Aspergillus niaer 

25 

Protoplaster kan fremstilles som beskrevet i WO 95/02043, side 6, linie 2 - 
side 17, linie 12, der medtages heri som reference. 

100 pi af protoplast-suspensionen blandes med 5-25 pg af det behorige DNA i 
30 10 pi STC (1,2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH = 7,5, 10 mM CaCfe). 

Protoplaster blandes med p3SR2 (et A. n/da/ar)s-amdS^gen-indeholdende 
plasmid). Blandingen hensaettes ved stuetemperatur i 25 minutter. 0,2 ml 60 % 
PEG 4000 (BDH 29576), 10 mM CaCb og 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, tilsaettes 
og blandes omhyggeligt (to gange), og til sidst tilsaettes 0,85 ml af den samme 
35 oplosning og blandes omhyggeligt. Blandingen hensaettes ved stuetemperatur 
i 25 minutter, centrifugeres ved 2500 x g i 15 minutter, og pelleten 
resuspenderes i 2 ml 1,2 M sorbitol. Efter endnu en sedimentering spredes 
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protoplasterne i minimale sk5le (Cove, Biochem. Biophys. Acta (1966), 
113:51-56), som indeholder 1,0 M sucrose, pH 7,0, 10 mM acetamid som 
nitrogen-kilde og 20 mM CsCI til haemning af baggrundsvakst. Efter inkubation 
i 4-7 dage ved 37 °C udtages sporer og spredes til enkeltkolonier. Denne 
5 procedure gentages, og sporer fra en enkeltkoloni efter den anden reisolering 

opbevares som en defmeret transformant. 

Test af Aspergillus orvzae- eller Aspergillus n/oer-transformanter 

10 Hver af Aspergillus o/yzae-transformanterne podes i 10 ml YPM (cf. nedenfor) 

og opformeres. Efter 2-5 dages inkubation ved 30 °C fjemes supematanten. 
20 (j] supernatant pSfores i huller, der er stukket i substratpladen (se ovenfor). 
Efter 1-24 timer viser phospholipase-aktivitet sig som en bl£gr0n zone omkring 
hullet. 

15 

Tilforsels-batchfermenterina 

Tiifersels-batchfermentering blev udfort i et medium, som omfattede 
maltodextrin som carbonkilde, urinstof som nitrogenkilde og gaerekstrakt. 

20 Tilforsels-batchfermenteringen blev udfort ved hjaelp af podning af en 

rystekolbekultur af A. o/yzae-vgertsceller af interesse i en medium, som 
omfattede 3,5 % af carbonkilden og 0,5 % af nitrogenkilden, Efter 24 timers 
dyrkning ved pH 7,0 og 34 °C blev den fortlobende tilforsel af yderligere 
carbon- og nrtrogenkilder indledt. Carbonkilden blev holdt som den 

25 begraensende faktor, og det blev sikret, at der var oxygen til stede i 
overskydende maengder. Tilforsels-batchdyrkningen blev fortsat i 4 dage. 

Isolerina af DNA-sekvensen. der er vist i SEQ IP NO: 1 

30 Den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID 

NO: 1, som koder for phospholipasen rfelge opfindelsen, kan opnas fra den 
deponerede organisme Escherichia coli DSM 11299 ved hjaelp af ekstraktion 
af plasmid-DNA ved hjaelp af kendte metoder (Sambrook et al. (1989), 
Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor lab M Cold Spring 

35 Harbor, NY). 

Medier 
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YPD: 10 g gaerekstrakt, 20 g pepton, H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 ml 20 % 
glucose (steriJfiltreret) tilsat. 

5 YPM: 10 g gaerekstrakt, 20 g pepton, H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 ml 20 
% maltodextrin (sterilfiltreret) tilsat 

10 x basalsalt: 75 g gaer-nitrogenbase, 113 g ravsyre, 68 g NaOH, H 2 0 til 1000 
ml, sterilfiltreret 

10 

SC-URA: 100 ml 10 x basalsalt, 28 ml 20 % casaminosyrer uden vitaminer. 10 
ml 1 % tryptophan. H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 3,6 ml 5 % threonin og 100 ml 
20 % glucose eller 20 % galactose tilsat. 

1 5 SC-agan SC-URA, 20 g/l agar tilsat. 

SC-variantagan 20 g agar, 20 ml 10 x basalsalt, H 2 0 til 900 ml, autoklaveret 

PEG 4000 (polyethylenglycol, molekylevaegt = 4.000) (BDH, England). 

20 

EKSEMPtER 
EKSEMPEL 1 

25 Fermentering af Fusarium oxYSDorum-ohospholipase 

En kultur af Fusarium oxyspowm DSM 2672 pa et skrastivnet agarsubstrat 
blev overfort til fern 500 mkystekolber, hver med 100 ml Bouillon-3-medium. 
og omrystet ved 30 °C i 1 dag (200 rpm, amplitude 2,5 cm). 

30 

Sammensaetningen af Bouillon-3-medium var som folger. 


Pepton 6 g/l 

Trypsinfordojet kasein 4 g/l 

35 Gaerekstrakt 3 g/l 

Kedekstrakt 1,5 g/l 

Glucose 1 g/| 
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Mediet blev autoklaveret ved 121 °C i 40 minutter. 

Dyrkningsmediet fra disse Boullion-3-rystekolber blev anvendt som podekuttur 
5 til podning af tyve 500 ml-rystekolber, hver med 200 ml PL- 1 -medium. 

Sammensaetningen af PL-1-mediet var som folgen 


Pepton 10 g/l 

10 Tween®-80 12 g/l 

MgS0 4 7H 2 0 2 g/l 

CaCI 2 .2H 2 0 0,1 g/l 

pH fcr autoklavering 6,0 


1 5 Mediet blev autoklaveret ved 121 °C 1 40 minutter. 

Hver PL-1-rystekolbe blev podet med 0,5-2 ml Boullion-3-dyrkningsmedium og 
rystet ved 200 rpm (amplitude 2,5 cm) ved 30 °C i 5 dage. Dyrkningsmediet fra 
rystekolbeme blev puljet ved host til opnSelse af 3,9 1 med et enzymudbytte pa 
20 53 LU/ml. 

EKSEMPEL 2 

Qprensning af phospholipase 

25 

Trin 1)£n liter fermenteringssupematant blev centrifugeret, og det resulterende 
preecipitat blev smidt ud. Supematanten blev herefter justeret til 0,8 M 
ammoniumacetat ved hjaelp af tilsaetning af fast ammoniumacetat. 

30 Trin 2)Hydrofobisk kromatografi - Toyopearl butyl 650 C-matrix blev leveret af 
Toso Hass (R6hm and Haas Company, Tyskland). En 50 ml-$0jle blev pakket 
med matrixen. Sajlen blev vasket med 50 % ethanol og efterfolgende med 
vand. S0jlen blev herefter aekvilibreret med 0,8 M ammoniumacetat. 
Fermenteringssupematanten, som var justeret med 0,8 M ammoniumacetat, 

35 blev herefter p4sat sojlen. Ubundet materiale blev herefter vasket med 0,8 M 

ammoniumacetat, indtil alt UV-absorberende materiale (280 nm) var Ijemet. 
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Sojlen blev herefter elueret med vand og efterfolgende med 50 % ethanol. 

Phospholipase-aktivitet blev bestemt ved pH 4,5 og 40 °C ved anvendelse af 
Nefa-kittet som beskrevet ovenfor. Fraktioner l som indeholdt aktivitet i vand- 
5 og alkohol-eluat, blev puljet. Aktiviteten blev mSIt ved pH 4,5 ved anvendelse 
af et Nefa-kKassay. 

Fraktioner, som indeholdt phospholipase-aktivitet, blev herefter puljet og 
dialyseret og opkoncentreret ved anvendelse af en Amicon- 
10 uttrafiltreringsmembran med en afskaering pi 10 kDa. 

Trin 3)Negativ absorption p3 DEAE-hurtigflowkromatografi. 

DEAE FF blev kobt ved Pharmacia, og en 50 ml sojte blev pakket med 
15 matrixen. 

Sojlen blev herefter vasket som beskrevet af producenten og aekvilibreret med 
25 mM Tris-acetatbirffer, pH 7. 

20 Den dialyserede og opkoncentrerede prove blev herefter justeret til pH 7 og 
konduktans 2 mSi og pasat en DEAE FF-anionbytningssojle. 
Aktivitet blev opsamlet som effluent. Aktiviteten binder ikke til en anionbytter 
ved pH 7. 

25 Effluenten fra DEAE FF, som indeholdt aktivitet, blev opkoncentreret og 

dialyseret ved anvendelse af en Amicon-membran med en afskaering pS 10 
kDa og en 25 mM natriumacetat-buffer, pH 6. 

Gelfiltrering p& Superdex 75. 

30 

Superdex 75-forpakket sojle Hiload Tm 16/60 fra Pharmacia blev vasket og 
aakvilibreret med 25 mM natriumacetat, pH 6, som indeholdt 150 mM NaCI. 

To ml af den opkoncentrerede effluent fra anionbytteren, som fremviste 
35 phospholipase-aktivitet ved pH 4,5 og 40 °C t blev p5sat Superdex-sojlen. 

Aktiviteten blev separeret fra ved hjaelp af gelfiltrering med en flowhastighed 
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pd 1 ml/minut. 
EKSEMPEL 3 

5 Karakteriserina af oprenset Dhospholipase. som er opn&et fra Fusarium 

oxvsporum 

En karakterisering som beskrevet nedenfor blev udfort pS en Fusarium 
oxysporum-phospholipase, der var fermenteret som beskrevet i eksempel 1 og 
10 oprenset som beskrevet i eksempel 2. 

Molekylevaegten for phospholipase-enzymet blev bestemt ved anvendelse af 
faerdigstobte 4 til 20 % SDS-PAGE-geler fra Novex Tm. Proteinets 
molekylevaegt blev bestemt under reducerende betingelser som beskrevet 
15 tidligere. 

Foro F. oxysporuro-phospholipase viste molekylevaegten sig at vaere 29-30 
kDa under reducerende betingelser. 

20 Det isoelektriske punkt blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE- 
plader fra Pharmacia. 

For F„ oxysporum viste pi for proteinet sig at vaere omkring neutralt pH, 
fortrinsvis i intervallet 5 ( 8 til 6,8, 

25 Phospholipases termostabilitet 

Temnostabiliteten for phospholipase fra Fusarium oxysporum blev testet ved 
hj»Ip af DSC (differentiel scanningskalorimetri). Den termale 
denatureringstemperatur, Td t blev aflaest som spidsen af denatureringstoppen 
30 i termogrammer (Cp vs. T), der opnSedes efter opvarmning af 
enzymoplosninger ved en konstant, programmeret opvarmningshastighed. 

Eksoerimentelt 

35 En DSC II fra Hart Scientific (Utah, US, 1993) blev anvendt til forsogene. 

50 mM bufrede oplosninger blev anvendes som opJosningsmiddel for enzymet 
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(ca. 2 mg/ml) ved enten pH 10 (50 mM glycinbuffer), pH 7 (50 mM HEPES- 
buffer + 10 mM EDTA) eller pH 4 (50 mM citratbuffer). Enzym blev oprenset 
ifelge eksempel 2 ovenfor. 

5 750 pi enzymoplosning blev overfort til 1 ml forsejlelige standard-hastelloy- 
ampuller fra Hart Scientific. Ampuller blev indfort i kalorimeteret og nedkolet til 
5 °C i 15 minutter. Der blev foretaget termal aekvilibrering for DSC-scanningen. 
DSC-scanningen blev udfort fra 5 °C til 95 °C ved en scanningsbastighed pd 
ca. 90 K/fime. Denatureringstemperaturer blev bestemt ved en nojagtighed pd 
10 ca.±2°C. 

Resultater 

TABEL 1: Spids af denatureringstop som funktion af pH 

15 

EH Td(°C) 

4 57 °C 
7 62 °C 
10 55 °C 

20 

Det skal bemaerkes, at disse forseg blev udfort i fravser af en oliematrix, som 
kan influere betydeligt pS enzymstabilitet DSC-resultateme viser en maksimal 
stabilitet i naerheden af neutralt pH. 

25 Hvis man forudsaetter irreversibel termal denaturering, er en relevant 

arbejdstemperatur ved industriel anvendelse, sisom degummering af olier (US 

5 264 367), mindst ca. 10 grader lavere end Td-temperatureme, der er anfort i 
tabel 1 ovenfor. 

30 Aminoterminal sekvens 

Aminoterminal analyse blev udfort ved anvendelse af Edman-degradering med 
Applied Biosystenvudstyr (ABI473A protein sequencer, Applied Biosytem, 
USA) som beskrevet af producenten. 

35 

N-terminal(e) sekvens(er): 
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For Fusarium oxysporum-phospholipasen er den N-terminale sekvens: 

N-terminal A-V-G-V-T-T-T-D-F-S-N-F-K-F-Y-l 

5 Den N-terminale aminosyre "A" (Ala) er position 31 i SEQ ID NO: 2. Dette 
viser, at det modne phospholipase-enzym ifolge opfindelsen starter i position 
31 i SEQ ID NO: 2. 

Folgeligt er den modne sekvens fra 31-346 i SEQ ID NO: 2. 

10 

EKSEMPEL 4 

Phospholipase A-aktivrtet 

15 Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabonne-lecithin som 

substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C. 

Fusarium oxysporom-phospholipasen viste signifikant phospholipase A- 
aktivitet ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor. 

20 

EKSEMPEL 5 

Aktivitet mod L-g-lvsophosphatidvlcholin 

Phospholipase-aktiviteten blev bestemt emd L-a-lysophosphatidylcholin som 
25 substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4 t 5 og 40 °C. 

Fusarium oxysporom-phospholipasen viste signifikant aktivitet mod L-a- 
lysophosphatidylcholin ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor. 

30 EKSEMPEL 6 

Phospholipase-aktivitet i enkeftlaQs-opsastninq 

Et enkeWags-udstyr (nul ordens-niveau, KSV5000, KSV Instruments, Finland) 
35 er blevet anvendt til mdling af forskellige enzymers aktivitet mod 
phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin). 
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Forsgg 

P& den grundigt oprensede overflade af en bufferoplosning (10 mM TRIS, pH 
8,0, 25 °C) btev et enkeltlag af DDPC spredt fra en chtoroform-oplesning. Efter 
afspeending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m, som svarer til et gennemsnitligt molekyleareal for 
DDPC pd ca. 63 A 2 /molekyle. En bufferoplosning (se ovenfor), som indeholder 
ca. 60 pg enzym, injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen af 
reaktionsdelen (cylinder med et areal pS 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 
mm 3 ) i "nul ordens-niveauet". Enzymatisk aktivitet manifesterer sig ved 
hastigheden af en mobil spaening, som komprimerer enkeltlaget for at 
opretholde konstant overfladetryk, efterhinden som uoploselige 
substratmolekyler hydrolyseres til mere vandoptoselige reaktionsprodukter. 
Efter at have verificeret, at den vandige optoselighed af reaktionsprodukteme 
(kaprinsyre og DDPC) er betydelig h0jere end for DDPC, aestimeres antallet af 
DDPC-molekyler, som hydrolyseres pr. minut ved hjaalp af enzymet, ud fra det 
gennemsnitlige molekyleareal (MMA) for DDPC. 

Resultater 

TABEL 2. Enzvmers aktivitet mod DDPC i en enkeltlags-opstilling 


Enzym Aktivter 

(nmol/min) 

Sigma P9279 (PLA2 fra bigift, 850 U/mg) 1,9 

Enzym fra Fusarium oxysporvm 2,7 

Candida anlarotica-B bestanddels-lipase 0 

Candida antarctica-A bestanddels-lipase 0 

Rekombinant marsvinepancreas-lipase (rGPL) 0,2 

Lipolase® (Novo Nordisk A/S) < 0, 1 


1 Beregnet ud fra reduktion I enkeltlag-areal pr. tidsenhed, induceret ved hjaelp 
af tilstedevaerelse af enzym. 

"Enzym fra Fusarium oxysporunf i tabel 2 er en phospholipase ifolge 
opfindelsen, der er oprenset som beskrevet i eksempel 2. 
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Konklusion 

Der b!ev ingen phospholipase-aktivitet pavist for de fleste af enzymerne, 
bortset fra lipaser, der er opndet fra marsvinelipase, som viste mindre 
5 phospholipase-aktivitet. 

Phospholipasen if0lge opfindelsen, der var opnaet fra Fusarium oxysporvm, 
viste overraskende hoj signrfikant phospholipase-aktivitet. 

10 Folgeligt defineres i den foreliggende opfmdelse udtrykket "phospholipase- 
aktivitet", der anvendes hen i forbindelse med en phospholipase rfolge 
opfindelsen, som en aktivitet, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet", der er 
vist ovenfor, er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis 
mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 

15 0,75 nmol/minut, enzymdosis; 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmol/minut 

enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1 ,25 nmol/minut, enzymdosis: 
60 pg; og endnu mere fortrinsvis mindst 1 ,5 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg. 
Udtrykket "lipase med phospholipase-sideaktivitef defineres f0lgeligt som en 
lipase med phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktivrteten i 

20 "enkeltlags-phospholipase-assayef , der er vist i eksempel 6, er mindre end de 
ovenfor naevnte tal, der specificerer phospholipase-aktivitet. 

Et eksempel pa en lipase med phospholipase-sideaktivitet ifolge definitionerne 
heri er marsvine-lipasen, der er vist i tabel 2 ovenfor. Naevnte marsvine-lipase 
25 har en phospholipase-sideaktivitet i "enkeltlags-phospholipase-assayet", der er 
mindre end 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg. 

EKSEMPEL 7 

30 Kloninq og ekspression af en phospholipase fra Fusarium oxvsoorvm DSM 

2672 

Kioning og ekspression btev udfort ved anvendelse af ekspresstonskloning-i- 
gaer-teknikken som beskrevet ovenfor. 

35 

mRNA blev isoteret fra Fusarium oxysporvm DSM 2672, der var dyrket som 
beskrevet ovenfor, herunder bevaegelse for at sikre tilstraekkelig ilttilfersel. 
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Mycelia blev hostet efter 3-5 dages vaekst, straks nedfrosset i vaeskeformig 
nitrogen og opbevaret ved -80 °C. Et bibliotek fra Fusarium oxysporum DSM 
2672, som bestod af ca. 9 x 10 5 indivkJuelle kloner, blev konstrueret i E coli 
som beskrevet med en vektorbaggrund pS 1 %. Plasmid-DNA fra nogle af 
5 puljerne blev transfomneret ind i gaer, og der opnSedes 50-100 skSle, som 

indeholdt 250-400 gaerkolonier, fra hver pulje. 

Phospholipase-positive kolonier blev identificeret og isoleret i substratskSle (se 
ovenfor). cDNA-inserts blev amplificeret direkte fra gaerkolonieme og 

10 karakteriseret som beskrevet i Materialer og metoder-afsnittet ovenfor. DNA- 
sekvensen for cDNA'et, der koder for phospholipasen, er vist i SEQ ID NO: 1, 
og den tilsvarende aminosyresekvens er vist i SEQ ID NO: 2. 1 SEQ ID NO: 1 
deflnerer DNA-nukteotideme fra nr. 23 til nr. 1060 det phospholipase-kodende 
omrSde. Den del af DNA-sekvensen i SEQ ID NO: 1, som koder for den 

15 modne del af phospholipasen, omfatter positioneme 1 1 3 til 1 060, der svarer til 
aminosyrepositioneme 31-346 i SEQ ID NO: 2. 

cDNA'et er opnSeligt fra plasmidet i DSM 1 1299. 

20 Totalt DNA blev isoleret fra en ggerkoloni, og plasmid-DNA blev indvundet ved 
hjaelp af transformation af E coli som beskrevet ovenfor. For at udtrykke 
phospholipasen i Aspergillus blev DNA'et fordojet med passende 
restriktionsenzymer og sterrelsesfraktioneret pa gel, og et fragment, som 
svarede til phospholipasegenet, blev oprenset. Genet blev efterfolgende ligeret 

25 til pHD414 og fordojet med passende restriktionsenzymer til opn&else af 
plasmidet pA2PH10. 

Efter amplication af DNA'et i E. coli blev plasmidet transfomneret ind i 
Aspergillus oryzae som beskrevet ovenfor 

30 

Test af A o/vzae-transformanter 

Hver af transformanterne blev testet for enzymaktivitet som beskrevet ovenfor. 
Nogle af transformanterne havde en phospholipase-aktivitet, som var 
35 signifikant h0jere end Aspergillus o/yzae-baggrunden. Dette viser effektiv 
ekspression af phospholipasen i Aspergillus oryzae, 
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EKSEMPEL 8 

Rekombinant ekspression af en Fusarium oxvsporuro-phospholipase 

En A. cvyzae-transformant, som omfattede Asperg///us-ekspressionsvektoren 
pA2PH10 (se eksempel 7), blev tilforsels-batchfermenteret som beskrevet 
ovenfor. Oprensning af den rekombinant producerede F. oxyspomm- 
phospholipase blev udfort som beskrevet i eksempel 2. 

EKSEMPEL 9 

Karakteriserinq af en rekombinant udtrvkt oq oprenset phospholipase. der er 
opn&et fra Fusarium oxysporum 

Karakteriseringen blev udfort pi en rekombinant udtrykt og efterfolgende 
oprenset Fusarium oxysporu/n-phospholipase (se eksempel 8). 

Disse karakteriseringsresultater med hensyn til den rekombinante F, 
oxysporum-phospholipase ifelge opfindelsen svarer perfekt overens med 
karakteriseringsresultateme, der er vist i eksempel 3, hvor det blev vist, at det 
rekombinant udtrykte og oprensede enzym var det samme som den ikke- 
rekombinant udtrykte og oprensede phospholipase, der blev karakteriseret i 
eksempel 3. 

Generelle assays, som anvendes til at karakterisere en rekombinant 
produceret phospholipase. der er opnSet fra F. oxysporum 

Phospholipase-assavs 

Phospholipase-aktivitet (PHLU) blev malt som frigorelsen af fri fedtsyrer fra 
lecithin. 50 pi 4 % L-o- phosphatidylcholin (plante-lecithin fra Avanti, USA), 45 
% Triton X-100, 5 mM CaCI 2 i 50 mM HEPES, pH 7, blev tilsat, 50 pi enzym- 
optosning, som var fortyndet til en passende koncentration i 50 mM HEPES, 
pH 7. Proveme blev inkuberet i 10 minutter ved 30 °C, og reaktionen blev 
standset ved 95 *C i 5 minutter for centrifugering (5 minutter ved 7000 rpm). 
Fri fedtsyrer blev bestemt ved anvendelse af Nefa C-kittet fra Wako Chemicals 
GmbH; 25 pi reaktionsblanding blev tilsat til 250 pi reagens A og inkuberet i 10 
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minutter ved 37 °C. Herefter b!ev 500 pi reagens B tilsat, og proven blev 
inkuberet igen, 10 minutter ved 37 °C. Absorptionen ved 550 nm blev mSIt ved 
anvendelse af et HP 8452A dioderaekke-spektrofotometer. Prover blev 
analyseret mindst in duplo. Substrat- og enzymblindpraver (forvarmede 
5 enzymprover (10 minutter ved 95 °C) + substrat) blev indbefattet. Oleinsyre 
blev anvendt som fedtsyrestandard. 1 PHLU svarer til den msengde enzym, 
der er i stand tit af frigore 1 pmol fri fedtsyre/minut under disse betingelser. 

Alternativt blev assayet kort ved 37 °C i 20 mM citratbuffer, pH 5 (Ca 2+ - 
10 afhaengighed) eller 20 mM Britton-Robinson-buffer (pH- 
profilAemperaturprofil/stabilitet). 

Phospholipase A1-aktivitet (PLA1) blev mSlt ved anvendelse af 1-(S- 
deranoyl)-2^ecanoyl-14hio»sn-glycero-3-phosphocholin (D3761 Molecular 

15 Probes) som substrat. 190 p! substrat (100 pi D3761 (2 mg/ml i ethanol) + 

50 pi 1 % Triton X-100 + 1,85 ml 50 mM HEPES, 0,3 mM DTNB, 2 mM CaCI 2 . 
pH 7) i en 200 pl-kuvette blev tilsat 10 pi enzym, og absorptionen ved 410 nm 
blev milt som funktion af tiden pS HP 8452A-dioderaekke-spektrofotometeret 
ved stuetemperatur. Aktivitet blev beregnet som kurvens haeldning i det 

20 lineaere omrade. PLA1 svarer til den maengde enzym, der er i stand til at 
frigore 1 pmol fri fedtsyre (thioQ/minut ved disse betingelser. 

Phospholipase A2-aktivitet (PLA2) blev mSlt ved 40 °C ved anvendelse af 1- 
hexadecanoyl-2-(1-pyrendecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin (H361 

25 Molecular Probes). 2 ml substrat (50 pi 1 % Triton X-100 + 25 pi 0,1 % H361 i 
methanol + 10 ml 50 mM HEPES, pH 7) i en 2 ml-kuvette med omroring blev 
tilsat 10 pi enzym, og pyren-fluorescens-emissionen blev mSlt ved 376 nm 
(excitation ved 340 nm) som funktion af tiden (1 sekund-intervaller) ved 
anvendelse af Perkin Elmer LS50-apparatet, I Triton X-100/phospholipid- 

30 micelleme blev koncentrationen af phospholipid justeret til at have excimer- 
dannelse (emrtterer ved 480 nm). Ved spaltning frigores fedtsyren i 2- 
posrtionen, som indeholder pyrengruppen, til vandfasen, hvilket resulterer i en 
stigning i monomer-emissionen. PLA2 blev beregnet som haeldningen af 
kurven i det lineaere omrSde ved tilsvarende betingelser. 

35 

Lipase-assavs 
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Lipase-aktivitet (LU) blev milt folge Novo Nordisk publikation AF 95. 
Hydrolysen af tributyrin ved 30 °C og pH 7 b!ev etterfulgt af et pH-stat- 
titreringsforsog. 1 LU svarer til den maengde enzym, der er i stand til at frigcre 
1 pmol smorsyre/minut under standardbetingelser. 


10 


Aktivitet p& olivenolie (SLU) blev mSIt som fclger: 12 ml 5 mM Tris-HCI ( 40 mM 
NaCI, 5 mM CaCI 2 , pH 9, blev tilsat til 2,5 ml Sigma Lipase-substrat. pH blev 
justeret til pH 9 eller lige under for tilsaetning af 0,5 ml lipase-oplasning 
(fortyndet i buffer) og udforsel af et pH-stat-titreringsassay ved 30 °C ved 
anvendelse af Titralab, som er kommercielt tilgaengeligt fra Radiometer A/S, 
Kebenhavn, Danmark. 1 SLU svarer til den maengde enzym, der er i stand til 
at frigore 1 pmol fri fedtsyre/minut ved pH 9, 30 °C. 


15 


Karakterisering af en rekombinant fremstillet F. oxysporum-phospholipase 
ifakie opfindelsen 


20 


Assayene, som blev anvendt til karakterisering af enzymeme, der er naevnt 
nedenfor, var assayene, der er beskrevet umiddelbart ovenfor. 

Enzvmer 


25 


PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700989, OD 2M 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE), 
Enzymet blev rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
Lecitase™ Batch L546-F06 (10368 lU/ml, ca. 20 mg/ml). Upolase® (Novo 
Nordisk A/S). 


Ca 2+, s indflydelse pS phospholipase-aktiviteten hos F oxysponym-lipase- 
30 phospholipase blev undersegt. Der observeredes ingen storre forskel, uanset 
om EDTA eller Ca 2 * var indbefattet i assayet eller ej (se tabel 3 nedenfor), og 
enzymet synes sSledes at vaere relativt uafhsengigt af Ca 2 *. 


35 


TABEL 3. F. oxysporum-phospholipase-aktivitets (PHLU) afhaanqighed af 


2 % lecithin. 2 % Tril 

tonX-100 

20 mM citrat. dH 5 ved 37 °C 

5 mM 
EDTA 

1 mM 
EDTA 

1 mM 
CaCI 2 

2mM 

CaCI 2 

5 mM 
CaCfe 

10 mM 
CaCI 2 
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Relativ 

1,05 

1,10 

1 

0,90 

0,90 

0,89 

aktivttet 1 








1 Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved 1 mM CaCI 2 , der er normaliseret 

tin. 


pH-profilen blev undersagt i Britton-Robinson-buffer ved anvendelse af plante- 
5 lecithin som substrat (tabel 4). Selvom enzymet viser en alkalisk pH-profil pd 
phospholipid med et optimum ved pH 9 eller hejere, er aktiviteten stadig 
tilstraskkelig hcj til tilvejebringelse af degummering af olier ved lavt pH og 
anvendelse ved bagning (se nedenfor for en sammenligning af specifikke 
aktiviteter). 

10 
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Triton X-100. 20 

mM BR. 37 °C 


pH3 

pH4 

pH5 

pH6 

pH7 

pH8 

pH9 

Relativ 
aktivitet 1 

0.08 

0,12 

0,16 

0,28 

0,52 

0,78 

1,00 


1 Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved pH 9, der er normaliseret til 1. 


Temperaturprofiler for phospholipasen opniedes ved pH 5; aktiviteten 
begynder at falde ved temperaturer over 40 °C (tabel 5). Dette er i rimelig 
overensstemmelse med temperaturstabiliteten, der mSles ved praeinkubering 
af enzymet og efterfolgende mSling af residual-aktivitet (tabel 6), hvor enzymet 
er stabilt ved temperaturer op til 45 °C ved pH 5. 


TABEL 5. F. oxyspo/um -phospholipase's temoeraturprofil. 2 % lecithin. 2 % 



30 e C 

40 °C 

45 °C 

50 °C 

55 °C 

pH5 

0,85 

1.00 

0.67 

0,38 

0.13 


Alle data er vist som relative aktivitetsdata i forhold til aktiviteten ved pH 5. 
40 °C, der er normaliseret til 1. 


TABEL 6. Fusa rium oxysporum-phospholipases temperaturstabilitet: 


praeinkubation 3( 

3 minutter i 20 mM BR 


5°C 

30 °C 

40 °C 

45 °C 

50 °C 

55 °C 

pH5 

1.00 

0,91 

1,03 

1,07 

0.65 

0,00 


Alle data er vist som residualaktivitetsdata, hvor aktiviteten efter praeinkubation 
ved 5 °C er normaliseret til 1 . 


Enzymets lave stabilitet kan vaere fordelagtig til registrering af et eventuelt 
produkt som en proceshjaelp, da det aktive enzym ikke b0r forventes i 
slutproduktet ved hverken degummering af spiseolier eller i bagte produkter. 

Phospholipasen, der er opnfiet fra Fusarium oxysporvm ifelge opfindelsen, har 
b5de phospholipase- og lipase-aktivitet. 
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Folgeligt blev enzymets aktivitet pd forskellige lipase- og phosphotipase- 
substrater undersagt og sammenlignet med aktiviteten hos den kommercielt 
tilgaengelige phospholipase Lecitase™ og den kommerciett tilgaengelige lipase 
Lipolase® (Novo Nordisk A/S). 

5 

F. oxyspowm-phospholipase/lipasen har hej aktivitet p& b&de tributyrin og 
olivenolie ved pH 7 og 9 (tabel 7). Til sammenligning er den specifikke aktivitet 
hos Lipolase® ca. 5000 LU/mg. Imidlertid fremviser F. oxysporum-lipasen i 
modsaBtning til Lipolase® en meget bredere specificttet med betydefig 
10 phospholipase-aktivitet og ogsS thioesterase-aktivitet (se enkeWags-eksempel 
6 ovenfor, som viser, at Lipolase® ikke har en mSlbar phospholipase-aktivitet). 

F. oxysponyro-phospholipase/Iipasen rfclge opfindelsen har en specifik aktivitet 
pd lecithin, som er betydelig hcjere end den hos phospholipasen Lecitase™ 
1 5 (svinepancreas-PLA2) ved pH 7 (tabel 7). 

Sammenlignet med Lecitase™ har F. oxysporum-enzymet en 100 gange 
hojere aktivitet ved pH 7. Phospholipase:lipase-forholdet for F. oxysporum- 
enzymet er ca. 0,225 (1000 LU/mg/225 PHLU/mg) under tilsvarende 
20 betingelser (pH 7 og 30 °C). 


TABEL 7. F. oxysporam-lipase/phospholipasens aktivitet - sammenligning med 


Lecitase™ 

Enzym 

LU/mg 

PLUVmg 

PHLU/mg 

SLU/mg 

PLA1/mg 

F. oxysporum 

1000 

73 

225 

3090 

2.04 

Lecitase™ 

<0.25 

2.5 

1,2-3,2 

0.6 

0 


VLU blev milt i lighed med PHLU men i 20 mM citrat, pH 5 og ved 37 °C i 
25 stedet for 50 mM HEPES, pH 7 ved 30 °C. 

F. oxyspon/m-lipase/phospholipasens specificitet blev undersegt ved 
anvendelse af substrater, der er specifikke for phospholipase A1, ved mdling 
af spaltningen af thioester-bindingen i 1-positionen i 1-(S-decanoyl)-2- 
30 decanoyM -thio-sn-glycero-3-phosphocholin. 

Enzymet hydrolyserer klart 1-pos'rtionen i phospholipid (tabel 7), mens 
Lecitase™ (svinepancreas-PLA2) som forventet ikke viste aktivitet pa dette 
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substrat. 

P-terminal aminosyresekvens for Fusariu m oxyspomm-phosDholipaser. tfai n » 
opfindelsen 

Den N-terminale aminosyresekvens for det rekombinant udtrykte modne 
phospholipase-protein blev bestemt som beskrevet i eksempel 3, og det blev 
fastslaet, at denne N-terminale sekvens var den samme som bestemt for det 
ikke-rekombinant dannede og oprensede enzym (se eksempel 3). 

MALDI-TOF-massespektrometri blev udfart ved anvendelse af et VG TofSpec- 
massespektrometer (Micromass, Manchester, UK) som beskrevet i Christgau 
et al., Biochem. J. 319:705-712, 1996. 

Baqqrund 

Den N-terminale aminosyresekvens for Fusarium oxyspowro-phospholipasen, 
som er udtedt fra DNA-sekvensen, forudser i kombination med den kendte N- 
terminale aminosyresekvens for den modne phospholipase et protein pa 315 
aminosyrerester (aminosyreme 31-346 i SEQ ID NO: 2). Den teoretiske masse 
for dette udledte protein er 33.256,8 Da. 

Ved anvendelse af MALDI-TOF-massespektrometri har vi tidllgere bestemt 
massen af den native lipase/phospholipase fra F. oxysporum til at vasre 28,2 
kDa (data ikke vist), og pa SDS-PAGE viste det sig, at molekyleveegten er 29- 
30 kDa (se ovenfor). 

Da de N-terminale sekvenser for den native og den rekombinante F. 
oxyspomm-Wpase er identiske, er det sandsynligt, at masseforskellen, som ses 
meltem den udledte masse og den eksperimentelle masse, er forarsaget af C- 
terminal processering. 

For at undersoge dette har vi isoleret det C-terminale peptid fra den 
rekombinante F. oxysporvm-Wpase, som er udtrykt i A. oryzae, og sekventeret 
det gennem dets C-terminal. 


NZAS-0007518 


DK/EP 08691 67 T3 

74 

Strateoi 

Den gennemsnitlige masse for den native Rpase/phospholipase fra F. 
oxysporvm pa 28,2 kDa kan anvendes til at forudsige den mest sandsynlige C- 
terrninale rest, som viser sig at vaare Ser303 (SEQ ID NO: 2). 

Denne forudsigelse er baseret pa den formodning, at enzymet er ikke- 
glycosyleret. Det enkelte potentielle N-glycosyleringssite, som findes i 
sekvensen i Asn163, anvendes sandsynligvis ikke, da der findes en Pro-rest I 
position 164. Tilstedevaerelsen af en Pro-rest i den anden rest i 
konsensussekvensen for N-glycosylering (Asn-Xaa-Ser/Thr) er aldrig blevet 
rapporteret. Endvidere tyder formen af toppen i massespektret ikke pa 
glycosylering. Toppen er imidlertid bredere, end man saedvanligvis oplever for 
homogene proteiner, hvilket indikerer muligheden for storrelsesheterogenitet 
Da enzymets N-terminal er vektefineret, er starrelsesheterogeniteten mest 
sandsynligt forarsaget af heterogen C-terminal processering. 

En gennemgang af SEQ ID NO: 2 (se nedenfor) viser, at den udledte C- 
terminal er placeret taet pa den sidste af de 8Cys-rester i sekvensen. 
Indforelse af en radioaktiv tag pa Cys-resteme gor peptideme, der indeholder 
Cys-rester. lette at spore gennem peptidoprensning. En kombinatton af den 
radioaktive tagging med proteolytisk degradering ved anvendelse af Asp-N- 
proteasen, som spalter foran Asp-rester, vil resultere i et tagget C-terminalt 
peptid. Endvidere vil tre indre peptider blive tagget. Sekventering af alle 
taggede peptider vil afstore enzymets C-temiinal. 
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31 AVGVTTTDFS NFXFYIQHSA AAYCNSEAAA CSXZTCSMMG CPTVQGHCAT 80 

V 

81 rVTSrVGSKT GIGGYVATDS AJUCEIWSFR GSINHWWLT WLDFGQEDCS 130 

» (0, 

131 LVSCCGVHSG FQRAWNEIS5 QATAAVASAR KAKPSPWVIS TGHSLGGAVA 1B0 


181 VLAAAKLRVG GTPVDIYTYG SPRVGNAQLS AFVSNQAGGE YRVTHADOPV 230 
231 PRLPPLIFGY RflTTPEFWLS GGGCDKVDYT ISDVKVCEGA AKLGCNGGTL 280 

u 

281 GLDIAAHLHY FQATDACNAC GFSWRRYRSA ESVDKRATKT DAELEKKLKS 330 

t 

331 YVQMDKEYVK HNQARS 346 


SEQ ID NO: 2 : Udledt aminosyresekvens for F. oxysporum- 
lipase/phospholipasen. 

5 Sekvensen er udledt fra DNA-sekvensen og starter i N-terminalen, som er 
bestemt eksperimentelt for bide det native og det rekombinante enzym. De 8 
Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser-rest t som er udledt ved 
hjaelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native enzym, er vist med t. 
Asn-resten, som findes i konsensussekvensen for N-glycosylering (NXSAT) er 
1 0 vist med (0), men benyttes efter at sandsynlighed ikke, da X er en Pro-rest. 

ForseQsresultater 

Enzymet var PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er 
15 vist i SEQ ID NO: 2. 

Batch-F-9700989, OD 28 o = 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE). 
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Enzymet blev udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor. 

Enzymet blev denatureret og disulfidbindingeme blev reduceret, for 
thiolgruppeme blev reageret med l-[1- u C]-CH 2 CONH 2 . 

Efter den radioaktive tagging af Cys-resteme blev lipasen degraderet ved 
anvendelse af Asp-N-proteasen. 

De dannede peptider blev fraktioneret ved anvendelse af modfase-HPLC. De 
opsamlede fraktioner blev udsat for MALDI-TOF-massespektrometri og 
scintillationstaslling. Fraktioner, som indeholdt betydelige maengder af 
radioaktivitet, blev valgt til fomyet oprenset ved anvendelse af modfase-HPLC. 

De pSny oprensede fraktioner blev udsat for scintillationstaelling, og 
fraktioneme. som indeholdt radioaktivitet, blev efterfokjende sekventeret 

Nedenfor er vist en oversigt over resultateme. Dette skema kan se kaotisk ud 
pi grund af de mange anforte sekvenser. Skemaet indeholder imidlertid al den 
sekvensdata, der er opniet fra de radioaktive fraktioner, og udgor derfor 
grundlaget for de dragede konklusioner. Det skal bemaerkes, at alle Cys-rester 
er daskket ved sekventeringen, de fleste af dem mere end en gang. En anden 
ting at bem^rke er, at de afvigende spaltninger, som ses, resulterer i et stort 
antal sma radioaktivt maerkede peptider. 
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* U * 

KG CPT 
KKC CPTVQ 
CSN 

CSWG CP 
CSHNC CPTV 

CH5EAAA CSXZ 

31 AVCVtTTDFS NFX7YXQHGA AAYCM5EAAA GSXXTCSNHG CPTVQCKCAT 80 

u 

DCS 
DCS 

81 XVT5FVCSKT GIGCYVATDS AAJCEXWSrX CSIKIWWLT WLDFGQEDCS 130 

a 

LVSCC 

LVSCCCVXSC FQRAW 
13i LVSCCCVHSC FQBAWfZISS QATAAVASAR KAMPSFNVX5 TGHSLCGAVA 180 

1*1 VXAAANLXVe GTPVDIYTYC 5PRVCKAQLS AFV5NQAGGE YKVTKADDPV 330 

u « 

DVKVCEC 

DVKVCECA AMMCNCCTL 
DVKVCEGA AMLGCMCCTL 
231 PRLPPLI7CY RKTTPEPWLS GGCCDKVDtT ISDVXVCECA AJTLGOIGCTL 280 

DACNAG GFS 
GL TDACHAG GF 

281 GLDZAAHLHY FQATOACHAG CFSVRJtYKSA ESVDKRATKT DAELEKXLNS 330 

t 


331 YVQHDKTYVX KNQARS 

34« 
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Aminosyresekvenserne. der er opnaet ved hjaelp af sekventering af de 
radioaktivt taggede peptider, stammede fra rekombinant F. oxyspomm-enrym. 
Sekvenseme er parallelopstillet med aminosyresekvensen. der er udtedt fra 
DNA-sekvensen. De 8 Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser- 
rest. der er udledt ved hjalp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native 
enzym, er vist med T. 

Forsposkonklusion 

Ud fra sekventeringen af alle de radioaktivt taggede peptider er det Wart, at 
den C-terminale del af aminosyresekvensen, der kodes i DNA'et, processeres 
under ekspressionen af lipasen fra F. oxysporum. Peptidsekvenserne peger 
pa Ser303 som den mest sandsynlige C-terminale rest i det modne enzym i 
overensstemmelse med resultatet fra MALDI-TOF-massespektrometri. 

Pa basis af dataene kan det imidtertid ikke udelukkes, at der finder differentiel 
C-terminal processering sted. som farer til heterogene C-termini. for eksempel 
tyder 6t peptid pa, at Phe272 ogsa kan findes som en C-terminal rest 

EKSEMPEL 10 

Generel beskrivelse af as say for enzymatisk deaummerinQ af spiseolie 
Udstvr til udferelse af e nzvmatisk degummerinq 

Udstyret bestar af en 1 l-kappebektedt stalreaktor, som er udstyret med et 
stallag, en skrue (600 rprn), skaerme, en temperaturfoler, et indlobsrer i 
toppen, en tilbagelebskeler (4 e C) i toppen og et udlobsrer i bunden. 
Reaktorkappen er forbundet med et termostatbad. Udtebsreret er ved hjaslp af 
silikoneslanger forbundet til et Silverson-i linie-blandehoved, der er udstyret 
med en "firkantet hul- hoj shearing-skaerm", som styres af en Sirverson L4RT- 
hBj shearing-lab-blander (8500 rprn, flow ca. 1,1 l/minut). Blandehovedet er 
udstyret med en koleslange (5-10 °C) og et udtebsror, der via silikoneslanger 
er forbundet med reaktorens indlobsror. En temperaturfoler er indsat i 
silikoneslangen umiddelbart efter blandehovedet. Den eneste forbindelse fra 
reaktor/blandehoved-systemet til atmosfaeren er gennem tilbagelobskeleren. 
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Generel procedure til udferelse af enzvmatisk deaummerino 

Alt kole- og termostatudstyr taendes. Herefter indfores 0,6 I (ca. 560 g) olie i 
reaktoren, som holdes pS ca. den temperatur, der er nodvendig for det 
5 specifikke forsog. Lab-blanderen taendes, hvorved olien starter med at 
cirfculere fra reaktoren til blandehovedet og tilbage til reaktoren. Systemet far 
mulighed for at aekvilibrere i ca. 10 minutter, i tebet af hvilket tidsrum 
temperaturen finindstilles. Forbehandlingsperioden starter med tilsaetning af 
0 ( 6 g (2,86 mmol) citronsyremonohydrat i 27 g MilliQ-vand (tilsat vand vs. olie 
10 =4,8 % (vaegt/vaegt; [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 

4,6 mM) t hvilket saetter t = 0. Til t = 30 minutter tiisaettes en passende 
maengde af en 4 M NaOH-oplosning. 

0,0 aekviv. 4 M NaOH -> pH 3,7 

15 1 ,0 aekviv. 4 M NaOH (0,71 ml) -> pH 4,5 

1,5 aekviv. 4 M NaOH (1,07 ml) -> pH 5,0 

2,0 aekviv. 4 M NaOH (1 ,43 ml) -> pH 5,5 

2.5 »kviv. 4 M NaOH (1 ,79 ml) -> pH 6,2 

3,0 aekviv. 4 M NaOH (2,14 ml) -> pH 8,0 


20 


25 


Til t = 35 minutter udtages prover til P-analyse og pH-bestemmelse. 
Umiddelbart herefter tilsaettes den ncdvendige maengde af enzym-oplosning 
(slut pS forbehandlingsperiode). Prover til P-analyse og pH-stemmelse 
udtages til t = 1, 2, 3,5 ( 5, 6 timer, og herefter standses reaktionen. 

Reaktor/blande-systemet tommes og vaskes med 2 x 500 ml 10% 
Deconex/DI-vandoptesning efterfulgt af minimum 3 x 500 ml Dl-vand. Tabel 8 
viser en oversigt over de forskellige tilsaetninger og provetagninger under 
reaktionen. 


30 
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Tid 


5min. 


30 min. 


30 + 6 min. 


- 


35 min. 


35 + 6 min. 


1 time 


2 timer 


3,5 tinner 


5 timer 


Tilsaetning af 


Citronsyre 


NaOH 


Enzym 


6 timer 


Phosphor-analvse 
Prevetagning til P-analyse: 


Prpvetagning 


P-analyse 


pH-bestemmelse 


10 


15 


Anbring 10 ml vand+olie-emulslon I et glascentrifugeror. Opvarm emulsionen i 
et kogende vandbad i 30 minutter. Centrifuger ved 5000 rpm i 10 minutter. 
Overf0r ca. 8 ml af den overste (die) fase til et 12 ml-polystyrenror og lad det 
stS (til bundfeldning) i 12-24 timer. Efter bundfaBldning udtag ca. 1-2 g fra den 
overste klare fase til P-analyse. 

P-analyse blev udfort i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard 
Methods for the Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7th ed. (1987)": 

Afvej 100 mg MgO (leicht, Merck nr. 5862) i en porcelaenskil og opvarm med 
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en gasbraender. Tilsaet 1-2 g olie og antaend med en gasbraender til opnSelse 
af en sort, hSrd masse. Opvarm i en Vecstar-ovn ved 850 °C i 2 timer til 
opnSelse af hvid aske. Oplos asken i 5 ml 6 M HN0 3 og tilsaet 20 ml 
reagensblanding. Hensaet i 20 minutter. MSI absorbans ved 460 nm (anvend 
en blank (5 ml HN0 3 + 20 ml reagensblanding) til nuljustering). Beregn ved 
anvendelse af kalibreringskurve. 

pH-bestemmelse 

Udtag 2 ml vand-i-olie-emulsion og bland med 2 ml MilliQ-vand. Efter 
faseseparering afpipetter det averste olielag. MSI pH i vandfase med pH- 
elektrode Orion. Malinger omregnes til "reelle" pH-vaerdier ved hjaelp af 
formlen: 

pHree^pHmAn-O.SS. 

En kalibreringskurve opnaedes ved hjaelp af oplosning af 0,6 g 
citronsyremonohydrat i 27 g Dl-vand, pH i denne oplosning blev mSIt ved 
hjaelp af pH-elektrode Orion (pH ree i). 100 pi blev blandet med 2 ml MilliQ-vand, 
og pH i denne oplosning blev m5lt ved hjaelp af pH-elektrode Orion (pH^n). pH 
i citronsyre-optesningen blev aendret gradvist ved hjaelp af tilsaetning af NaOH- 
oplosning, og for hver justering blev fortynding og pH-mSlinger udfort som 
beskrevet ovenfor. 

EKSEMPEL 11 

Qptimale degummeringsbetinaelser for Lecitase™ 

Alle fbrsog vedrarende degummering af spiseolie blev udfort som beskrevet i 
eksempe! 10. 

Olie : 

Vanddegummeret rapsfreolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark. 
Batch C00730/B01200, 9 kg, P-indhold 186 ppm (0,47 % phosphatid). 
Olien er ikke et kommercielt tilgaengeligt produkt, men er taget direkte fra 
produktionslinien p& mollen. 
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Enzvm : 

Lecitase™ 10L. 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), a3Stimeret koncentration 20 mg/ml. 

De specifikke betlngelser for en serie af parameter-optimeringsfors0g med 
Lecrtase™ er vist i tabel 9. Standardbetingelser en enzymdosis 535 U/kg olie 
(1,1 mg/kg olie), 60 °C, 2,0 eekviv. NaOH (pH 5,5). Enzymdosen er varieret fra 
268-1070 U/kg olie, temperaturen er varieret fra 40-70 °C, og NaOH-tilsaetning 
er varieret fra 1,0-3,0 aekviv. svarende til de forskellige pH-niveauer som vist i 
tabel 9. 


TABEL 

ror- 
1 S0g_ 

9. Specifikke betino 

elser for Lecitase™-oDtimerina 

Rapsfreolie 

Temp. 
(°C) 

/Ekv. 
NaOH 

2,0 

dH- 
niveau" 

5,5 

Fn7\/mHncic 
{-I nyrnuosts 

(U/kg olie) 

10 

Colzro 1200 

60 °C 

0 (blind) 

21 

Colzro 1208 

60 °C 

0,0 

3,7 

0 (blind) 

8 

Colzro 1200 

60 °C 

2,0 

5,5 

535 

9 

Colzro 1200 

60 °C 

2,0 

5,5 

535 

11 

Colzro 1200 

60 °C 

2,0 

5,5 

268 

12 

Colzro 1200 

60 °C 

2,0 

5.5 

1070 

15 

Colzro 1200 

70 °C 

2,0 

5,5 

-- 

535 

17 

Colzro 1200 

50 °C 

2,0 

5,5 

535 

18 

Colzro 1200 

40 °C 

2,0 

5,5 

535 

19 

Colzro 1200 

60 °C 

1,0 

4,5 

536 

40 

Colzro 1209 

60 °C 

1,5 

5,0 

535 

44 

Colzro 1429 

60 °C 

2,5 

7.0 

535 

20 

* 

Colzro 1200 

60 "C 

3,0 

8.0 | 

535 I 


pH fra t = 35 minutter - 6 timer. Indenfor dette tidsrum var alle pH- 
bestemmelser inden for et smalt interval. Dette illustreres yderligere i 
eksempel 13 nedenfor. 
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En oversigt over de separate optimeringsundersagelser er vist i tabel 10. 
Resultateme t tabel 10 viser 

i) at det af dosis/reaktions-unders0gelsen fremgSr, at optimal enzymdosis 
(ved 60 e C og 2.0 a3kviv. NaOH) er ca. 535 U/kg olie. Halv dosis ager 
degummeringstiden fra ca. 3,5 timer til 6 timer, og tobbelt dosis frembringer 
ingen aendring i degummeringsydeevnen. Enzymblindpreve-resultaterne er 
indsat til sammenligning, 

ii) at optimal NaOH-tilsaetning er ca. 2,0 aekviv. (pH ca. 5,5) med darlig 
ydeevne ved 1,0 aekviv. (pH ca. 4,5) og 3,0 aekviv. (pH ca. 8), 

Hi) at optimal temperatur er ca. 60 °C, da 70 "C ikke bringer P-niveauet hett 
ned, 50 °C oger degurnmeringstiden fra ca. 3,5 til 6 timer, og 40 °C giver darlig 
ydeevne. 
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TABEL 10: Resul tater vedrgrende optimerino af Lecitase™- 


depumm 

lerinqsbe 

tinqelser 






jFor- 
sog 

TiA^ ft 

1 la 0 

Tid 1 
0,50 

Tid 1 
0,58 

Tid 
1,0 

T--|1 

Tid 
2,0 

Tid 1 
3,5 

Tid 1 
5,0 

Tid 1 
6,0 

10 



160 

140 

116 

118 

108 

109 

105 

109 

21 

178 

149 

- 

143 

142 

143 

147 

154 

8 

164 

139 

117 

85 

30 


2 

3 

9 

164 

136 

109 

79 

14 

4 

3 

4 

11 

183 

149 

123 

104 

78 

35 

10 

7 

12 

165 

131 

117 

71 

13 

3 

4 

3 

15 

170 

139 

127 

83 

23 

10 

11 

9 

17 

162 

134 

127 

95 

56 

15 

11 

5 

18 

176 

151 

136 

100 

1 \J\J 

fi8 

9ft 

OA 

9ft 
CO 

19 

171 

139 

147 

142 

142 

118 

91 

80 

I 40 

184 

149 

157 

126 

109 

73 

40 

30 

44 

226 

202 

197 

148 

99 

66 

40 

34 

20 

165 

136 

111 

102 

90 

81 

73 

72 


Vhosphorindhold (ppm) i oliefase ved anghme tidspunkter i timer. 


EKSEMPEL 12 

Qptimale deQummeringsbetinaelser for en Fusarium oxysporvrrh 
phospholipase ifolae opfindelsen 

Alle forseg med enzymatisk degummering af spiseolie blev udfort som 
beskrevet i eksempel 10. 
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Olie : 

Vanddegummeret rapsfreolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik. Danmark. 
Batch C00730/B01208, P-indhold ca. 200 ppm 
Batch C00730/B01209, P-indhold ca. 200 ppm 
Batch C00730/B01429, P-indhoW 227 ppm 
Batch C00730/B01430, P-indhold 252 ppm 

Olierne er ikke kommercielt tilgaengelige, men er taget direkte fra 
produktfonslinien pa mallen. 

Enzvm: 

PL fra Fusarium oxyspomm med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700123, OD 28 o = 1.48. renhed ca. 58 %. aestimeret koncentration 0,9 
mg/ml. 

Enzymet var udtrykt rekombinant 6g oprenset som beskrevet ovenfor. 

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforsog med PL 
fra Fusarium oxysporvm er vist i tabel 11. Standardbetingelser er enzymdosis 
1.8 mgAg olie, 40 °C, 1,5 askviv. NaOH (pH ca. 5,0). Enzymdosis er varieret 
fra 0,2-1,6 mg/kg olie, temperaturen er varieret fra 30-50 °C, og NaOH- 
titeaetningen er varieret fra 1,0-2,5 eekviv. svarende til de forskellige pH- 
niveauer som vist i tabel 11. 
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TABEL 1 

1. Specifikke betin 

aelser til o 

Dtimerina af PL fra Fusarium oxv$Dorvm 

For- 
| sag 

Rapsfreolie 

Temp. 
<°C) 

/EKv. 
MaOH 

pH-niveau 

Enzymdosis 

img/Kg one/ 

31 

Colzro 1208 

40 °C 

1 *5 

1,0 

r n 

I 

53 

Colzro 1429 

40 °C 

1,0 


1 A I 

33 

Colzro 1209 

40 °C 

1 f\ 

1,0 

n 
o,u 

n ft I 
u,o | 

35 

Colzro 1209 

40 °C 

".O 


U,4 

36 

Colzro 1209 

40 °C 

■ »0 

c n 

o,u 

no I 

I 

38 

Colzro 1209 

50 °C 

>.0 

o,U 

1 A 

I.O 

64 

Colzro 1430 

45 °C 

1i5 

5,0 

1.0 

39 

Colzro 1209 

30 °C 

1|5 

5,0 

1,6 

32 

Colzro 1209 

40 °C 

1.0 

3,5 

1,6 

13 

Colzro 1200 

40 °C 

1 0 

4 5 

1 6 

45 

Colzro 1429 

40 °C 

1.25 

5,0 

1,6 

46 

Colzro 1429 

40 °C 

1.75 

5,5 

1.6 

34 

Colzro 1209 

40 °C 

2.0 

5.5 

1,6 

37 

Colzro 1209 

40 °C 

2,5 

6,2 

1,6 | 


Fors0gsresultaterne er vist i tabel 12 nedenfor. pH-afgivelserne i tidsvinduet 35 
minutter - 6 timer faldt alle inden for de forventede intervaller med kun mindre 
uregelmaessigheder. 


Sammenfattet viser resultateme i tabel 1 2 nedenfor. 

i) at det af dosis/reaktions-testene fremg&r, at den optimate enzymdosis 
(ved 40 °C og 1,5 aekviv. NaOH) er ca. 0,8 mg/kg olie, 

ii) at optimal NaOH-tilsaetning er ca. 1,5 aekviv. (pH ca. 5,0) med ingen 
ydeevne ved 1,0 aekviv. (pH ca. 4,5), med begraenset ydeevne ved 2,0 aekviv. 
(pH ca. 5,5) og 2,5 aekviv. (pH ca. 6,2), og 
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iii) at den optimale temperatur er ca. 45 °C, og 50 °C giver begraenset 
ydeevne. 


TABEL 12: Resuttater vedrerende optimering af Fusarium oxysporum- 
deqummeringsbetingelser 


For- 

Tid'O 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

TlT] 

I S0 9 


0,50 

0,58 

1,0 

2,0 

3,5 

5,0 

6,0 

31 

169 

130 

136 

15 

8 

7 

8 

7 

53 

232 

203 

208 

32 

10 

7 

7 

4 

33 

188 

156 

160 

27 

7 

6 

6 

8 

35 

181 

153 

153 

78 

5 

5 

4 

6 

36 

187 

162 

157 

117 

61 

32 

20 

15 

38 

187 

149 

146 

84 

83 

68 

58 

55 

64 

252 

192 

201 

10 

4 

4 

4 

4 

39 

184 

163 

158 

36 

7 

7 

9 

9 

32 

167 

137 

165 

152 

146 

151 

148 

146 

13 

170 

140 

141 

140 

133 

126 

130 

131 

45 

221 

189 

195 

161 

118 

99 

92 

95 

46 

225 

187 

163 

93 

4 

7 

6 

15 

34 

189 

174 

165 

61 

27 

25 

26 

19 

37 

205 

168 

157 

. 88 

22 

23 

20 

21 


Vhosphorindhold (ppm) i oliefase pa angivne tidspunkter i timer. 
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EKSEMPEL 13 


VisninQ af standard-oH-afviaelser under en enzvmatisk deoummeririQsproces 

Tabel 13 nedenfor viser et gennemsnitseksempel for pH-afvigelser under den 
enzymatiske degummeringsproces, der udfares som beskrevet i eksempeMO. 

Forsogene udfores med Lecitase™. Se eksempel 11 for yderligere detaljer. 


JABEL 1 3: pH-yaerdier fra t = 35 minutter - 6 timer 


Tid (timer) 


0 ( 58 


PH 
Forseg 8 
(2 f 0askv) 

4.97 


PH 
Forsog 15 
(2.0 aekv) 


5,80 


pH 
Forscg 19 
(1.0 aekv) 


4,45 


PH 
Forseg 20 
(3.0 aekv) 


7,38 


1.0 


5,82 


5,75 


4.46 


7,63 


2.0 


5.50 


5.44 


4,57 


8,13 


3.5 


5.35 


5.34 


8,37 


5.0 


5.25 


5,47 


4,47 


8,21 


6.0 


5,01 


5,26 


4,43 


8,05 


Hvis ikke andet er angivet i eksemplerne pa forsog med enzymatisk 
degummering, der er beskrevet heri, var standard-pH-afvigelseme i naevnte 
forseg som vist i tabel 1 3 ovenfor. 

EKSEMPEL 14 

Sammenlionlng af enzvmatisk degummerinaskapacttet hos Lecitase™ oq en 
phosoholipase fra Fussrium oxvspomm ifglge opfindeben 

I figur 2 er vist resultateme fra PL'eme under deres respektive optimale 
betingelser, som bestemt i eksempel 1 1 og 12 ovenfor. 


Forsogsbetingelser, der er vist i figur 2: 
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Lecitase™: 60 °C, pH 5,5 (2,0 aekviv. NaOH) og 1 mg enzym/kg olie (ca. 535 
U) (forsog nr. 9). 

Fusarium oxysporum PL: 40 °C, pH 5,0 (1,5 aekviv. NaOH) og 0,8 mg 
5 enzym/kg olie (fors0g nr. 33). 

Fusarium oxysporum PL: 45 °C, pH 5,0 (1,5 aekviv. NaOH) og 1,6 mg 
enzym/kg olie (forsog nr. 64). 

10 Tilsyneladende giver PL fra Fusarium oxysporum en meget hurtig 
degummeringseffekt sammenlignet med Lecitase™. 

PL fra Fusarium ifolge opfindelsen giver en naesten total degummering efter 
ca. 25 minutters kontakt mellem enzym og olie. 

15 

EKSEMPEL 15 

Bestemmelse af masnqden af ikke-hvdrerbare phosphotipider. som er til stede 
i forskellige tvoer af spiseolier 

20 

Ofer: 

RSrapsfroolie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01146, P-indhold 609 ppm. 
Denne batch indeholderfaste rester. 

25 

RSrapsfrcolie fra Scanola (Danmark). 
Batch C00745/B01593, P-indhold 315 ppm. 

Filtreret rirapsfroolie. 
30 Batch C00745/B01 146 filtreret, P-indhold 231 ppm. 

Denne olie er Batch C00745/B01146 ovenfor (609 ppm), der er filtreret 
gennem et 100 pm Johnson-filter. 

R&rapsfr0olie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
35 Batch C00745/B01700, P-indhold 459 ppm. 

Rapsfr0olie fra Lurgi, Tyskland. 
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Batch C00932/B1381, P-indhotd 148 ppm. 

RSsojabanneolie fra Arhus Oliefabrik, Danmark. 
Batch C00744/B01145, P-indhold 593 ppm. 

Bestemmelse af maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede 
i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor ( blev udfart ved hjaelp af 
forbehandling af olierne ved hjaelp af en oplosning, som omfatter 
citronsyremonohydrat i vand som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

I korte track omfatter forbehandlingsprocessen, 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
oplosning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie = 
4,8 % vaegt/vaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4 P 6 
mM) i 30 minutter, 

ii) overforsel af 10 ml af den forbehandlede vand-holie-emulsion til et 
reagensglas, 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 
rv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter, 

v) overf0rsel af ca. 8 ml af den overste (olie) fase til et nyt reagensglas og 
henstand til bundfaaldning i 24 timer, 

efter bundfeeldning udtag 2 g fra den overste klare fase til moling af det ikke- 
hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. ppm-veerdien blev bestemt 
som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Ifolge denne proces var maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som var 
til stede i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor 

rSrapsfroolien nr. 1146 fra AOM, der indeholder fast partikelholdigt materiale, 
som til dels er ansvartigt for det haje P-niveau (609 ppm), filtrering gennem et 
100 pm Johnson-filter gav en klar olie med et P-indhold p& 231 ppm. 
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Forbehandling af raolien og af den fittrerede olie gav et P-niveau p& 140 ppm, 
som er et mSI for de ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede i oJien; 

phospholipid-indholdet i en rirapsfroolie fra Scanola blev reduceret fra 315 
5 ppm til ca. 30 ppm ved hjaelp af forbehandling, 

phospholipid-indholdet i en rapsfroolie, som var opndet fra Lurgi (sandsynligvis 
vilkdrlig blanding af rSolie og totalt raffmeret olie), blev reduceret til 60 ppm ved 
hjaelp af forbehandlingsprocessen, 

10 

forbehandling rSrapsfraolie nr. 1710 fra AOM reducerede P-indholdet fra 459 
til 200-250 ppm, 

ved rSsojabonneoIie nr. 1145 fra AOM reducerede forbehandling P-niveauet 
15 fra 593 til 10 ppm. Denne sojabonneolie er et eksempel pd en olie, der kan 
degummeres ved hjaelp af vanddegummering/citrat-behandling alene. 
Enzymtilsaetning til denne rfisojabemneolie efter forbehandling reducerede ikke 
P-indholdet ydertigere. 

20 Disse data viser, at phospholipid-sammensaetningen (hydrerbart vs. ikke- 
hydrerbart phospholipid) i rSrapsfreolie varierer meget fra 6n batch til en 
anden, og folgeligt vil niveauet af resterende phospholipid i vanddegummeret 
rapsfroolie variere over et bredt interval (30 ppm (Scanola) til 200-250 ppm 
(AOM)). 

25 

Til enzymatisk degummering afhaenger den optimale enzymdosis af maengden 
af ikke-hydrerbart phospholipid, som er til stede efler degummering eller 
forbehandling. 

30 Endvidere gaelder det, at jo hejere maengde af ikke-hydrerbart phospholipid, 
der er til stede i olien, jo mere anvendelig er den enzymatiske 
degummeringsmetode. 

Dette illustreres ogsS i eksempel 16 nedenfor, hvor den foreliggende 
35 opfindelse viser enzymatisk degummering af rSrapsfrcolie nr. 1 146. som bar et 
ikke-hydrerbart phospholipid-niveau p& ca. 140 ppm. 
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EKSEMPEL 16 

Deqummerinq af rArapsfre-spiseolie (I) 

Forsog A og B blev udfort if0lge "General procedure til udforelse af 
enrymatisk degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Olie : 

R4rapsfr0olie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01146, P-indhoW 609 ppm. 
Denne batch indeholder faste rester. 

Enzvm : 

Lecitase™ 10 L 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/ml. 

PL fra Fusarium oxysporvm med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700123, OD280 = 1>48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,9 
mg/ml. 

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
Forsog A (reference) 

0,6 I (580 g) rdrapsfroolie tilf0res udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,43 ml (5 ( 7 mmol) 4 M NaOH-opl0sning ( som giver en pH 
pd ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilsaettes 30 [A (300 U) Lecitase™ 10L (som er 
leveret af Novo Nordisk A/S). Det mSlte phosphorindhokJ i oliefasen efter 
centrifugering sSvel som pH-vaerdierne i vandfasen er vist i tabel 14. 
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TABEL 14. Resultater fra deqummerinfl af rarapsfreolie med Lecitase™ 


Tid 

Phosphorindhold i 

PH 

(timer) 

oliefase 


0 

609 


0,50 

155 

48 

0,58 

146 

5.6 

1.0 

127 

5,6 

2,0 

88 

5.7 

3.5 

61 

5.7 

5.0 

44 

5,6 

6,0 

34 

5,8 


Forsoq B 

0,6 I (581 g) rarapsfroolie tilfores udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,07 ml (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH 
p5 ca. 5,4. Til t = 35 minutter tilsaettes 1 ml (0,9 mg) af en oprenset optesning 
(eksempel 2) af phospholipase fra F. oxysporum. Det mSlte phosphorindhold i 
oliefasen efter centrifugering sivel som pH-vaerdierne i vandfasen er vist i 
tabel 15. 
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TABEL 15. Resultater fra dequrrtmerinq af rarapsfroolie med phospholipase 


ra F. oxvsporvm 



Tid 

Phosphorindhold i 

PH 

(timer) 

oliefase 


0 

609 


0,50 

155 

4,9 

0,58 

149 

5,4 

1.0 

91 

5.3 

2,0 

13 

5.4 

3.5 

11 

5,3 

5.0 

13 


6.0 

10 



EKSEMPEL 17 


Deqummerinq af rarapsfro-spiseolie (II) 

Forsog A og B blev udfort ifolge "Generel procedure til udforelse af 
enzymatisk degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

One: 

Rarapsfroolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01710, P-indhokJ 459 ppm. 

Enzvm : 

Lecitase™ 10 L. 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), eestimeret koncentration 20 mg/mi. 

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700470, OD280 * 0,8, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,45 
mg/ml. 

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
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Forseo A 


0.6 I (580 g) rarapsfreolie titfares udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1.43 ml (5.7 mmol) 4 M NaOH-oplosning, som giver en pH 
pa ca. 5.6. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (for eksempel 
50 pi (ca. 500 U) til 1 mg enzym/kg olie) af Lecitase 10L (som er opnaet fra 
Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering 
ervistitabel 16. 


TABEL 16. Resultater fra deoummerinci af rarapsfreolie med Lecitase 



Forspq B 


0.6 I (581 g) rSrapsfreolie Wares udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1.07 ml (4.3 mmol) 4 M NaOH-optesning. som giver en pH 
p3 ca. 5,0. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende masngde (det vil sige 
1.6 mg enzym/kg olie og 3.2 mg enzym/kg olie) af en oprenset optosning af 
phospholipase fra F. oxysporum. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter 
centrifugering er vist i tabel 17. 
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TABEL 17. Resultater fra deaummerinQ af rarapsfreolie med phospholipase 





Tid 

(timer) 

I ,o my rUSanumi 

kg olie, P(ppm) 

3,2 mg Fusanumf 
kg olie, P(ppm) 

0 

459 

459 

0,50 

236 

208 

0,58 

193 

173 

1,0 

109 

96 

2,0 

9 

7 

3.5 

9 

8 

5.0 

9 

9 

6.0 

9 



Sammenfattet viser resultaterne: 


Lecitase. 60 °C, pH 5.5 

Enzymdosen blev varieret fra 1 ( 0 til 3,0 mg/kg olie. Resultaterne er vist i tabel 
16 ovenfor. Ved en enzymdosis pd 1,0 mg/kg olie var degummering langsom 
og gav ca. 20ppm efter 6 timer. Med de h0je enzymdoser blev 
degummerings-ydeevnen forbedret til opndelse af et phosphorindhold pd 10 
ppm efter ca. 3,5 timer med 3,0 mg enzym/kg olie. 

Det formodes, at ydeevnen vil forbedres yderiigere, hvis der anvendes hojere 
enzymdoser. 

F. oxyspomm PL 45 °C, pH 5.0 

Enzymdoseme 1,6 og 3,2 mg/kg olie blev testet, og ydeevnen viste sig at vaere 
lige god (tabel 17 ovenfor). Med 1,6 mg enzym/kg olie - eller muligvis mindre - 
observeredes fortraeffelig degummering, som gav 9 ppm P efter ca. 2 timer. 
Det forventes, at det er muligt at anvende endnu lavere maengder af F. 
oxyspo/w>-phospholipase (for eksempel 0,9 mg/kg olie) og stadig opnS god 
degummerings-ydeevne. 
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EKSEMPEL 18 

DeQummerino af vanddeoummeret soiseolie ved anvendelse af et 
phospholipase-praeparat, der er opn3et fra Fusarium culmorvm 

Der blev udfart et forseg ifolge "Generef procedure til udforelse af enrymatisk 
degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Olie : 

Vanddegummeret rapsfroolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM). Danmark. 
Batch C00730/B01700, P-indhold 231 ppm. 

Enzvm : 

Et fermenteringsmedium fra Fusarium culmorvm. 

En Fusarium cu/morc/m-stamme blev dyrket og centrifugeret, og supernatanten 
blev oprenset som beskrevet nedenfor. 

Podekulturer af stammen Fusarium culmorvm CBS 513.94 (deponeringsdato 
den 25. oktober 1994) blev frembragt i 500 ml-rystekolber f som indeholdt 100 
ml af folgende sammensaetning: 

Majsudblodningsvasske (torret) 12 g/l 

Glucose 24 g/l 

Til hver kolbe tilsaettes 0 t 5 g CaC0 3 og 0,5 ml olie. pH justeres til 5,5 far 
autoklavering. 

Efter 3 dage ved 26 °C og 250 rpm blev 5 ml af hver af podekultureme podet i 
rystekolber, som indeholdt 100 ml af felgende medium: 


Pepton. Difco0118 6 g/l 

Pepticase, Sheffield Products 4 g/l 

Gaerekstrakt, Difco 0127 3 g/l 

KDdekstrakt, Difco 0126 1 ,5 g/l 

Dextrose, Roquette 101-0441 1 g/l 

Olivenolie, Sigma 10 g/l 
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pH justeres til 7,3-7,4 for autoklavering. 

Dyrkning fandt sted i 9 dage ved 26 °C og 250 rpra Medierne blev 
centrifugeret og filtreret (0,45 pm) og supematanterne opsamlet og anvendt til 
5 degummeringsforsogene, der er vist nedenfor. 

/Estimeret aktivitet 200 PHLU/ml. 

Forego: Enzvmatisk deaummering af en vanddegummeret olie ved 
10 anvendelse af et phospholipase-praeparat, som er opnSet fra Fusarium 
culmorum 

0,6 I (581 g) rarapsfraolie tilfores udstyret og opvarmes til 40 C C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-opl0sning. som giver en pH 
15 pfr-ca-. 5,5. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (det vil sige 1070 
PHLU/kg olie) af en oprenset oplosning af phospholipase fra F. culmorum, Det 
malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er vist i tabel 18. 


20 


fra F. cuknorvm 


Tid 
(timer) 

1070U F. culmorum 
/kg olie 
P(ppm) . 

0 

254 

0,50 


0,58 

213 

1.0 

137 

2.0 

61 

3,5 

9 

5,0 

8 

6.0 

7 
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EKSEMPEL 19 

Enzvmatisk deoummerinq af raolie ved anvendelse af Deqomma VOD 

5 Olie : 

RSrapsfroolie C00745/B01700, P-indhoId 459 ppm. 

Enzym : 

En kommerciel tilgaengelig phospholipase Degomma VOD (Rohm, Tyskland), 
1 0 aestimeret koncentration 1 0 mg/ml. 

0,6 I (581 g) rarapsfreolie tilf0res udstyret og opvarmes til 50 °C. Til t « 30 
minutter tilsaettes 0,714 ml (2,86 mmol) 4 M NaOH-optosning, som giver en pH 
pi ca. 4,5. til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (det vil sige 3,6 
15 mg/kg olie eller 7,1 mg/kg olie) af en oprenset oplesning af Degomma i VOD- 

phospholipase. Det m£Ke phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er 
vist itabel 19. 


TABEL 19 


I Tid 

3,6 mg/kg olie 

7,1 mg/kg olie 

0 

276 

273 

0,50 

216 

253 

0.58 

210 

246 

1,0 

127 

94 

2,0 

45 

16 

3,5 

15 

7 

5,0 

15 

10 

6,0 

14 

10 I 


20 

Dette eksempel viser, at Degomma VOD er i stand til at degummere en 
spiseolie. For at opnS en tilfredsstillende degummering af naevnte olie kraeves 
imidlertid relatrvt hoje doser af Degomma VOD sammenlignet med Fusarium- 
phospholipasen ifolge opfindelsen. Se for eksempel eksemplerne 16 og 17 til 
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sammenligning. 
EKSEMPEL 20 

5 Anvendebe af en phospholipase. der er opnaet fra F. oxvsporvm. som et 
brodforbedrende middel 

Materialer oq metoder 

10 Fremstillinq af bred 

Europaeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstillet ud fra 
folgende grundopskrifl: 


15 Grundopskrift 

Mel (Meneba BBZ) 100 % (2000 g) 

Vand 61 % 

Gmr 4 % 

Salt 1,5% 

20 Sukker 1,5% 

Ascorbinsyre 40 ppm 

Baoeprocedure 

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min. 

25 Blanding (spiralblander), 1250 rpm 3,5 min. 

Vurdering af dej 7 min. 

Fermentering (stuetemperatur) 1 5 min. 

Valsning/fomnning 3 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

30 Sammenfoldning 2 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

ValsningAformning/i form 2 min. 

Haevning (32 °C, 82%RH) 

Kuvertbrod: 45 min. 

35 Formbrod: 55 min. 

Bagning (230 °C) 

Kuvertbrod: 22 min. 
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Formbrad: 35 min. 
Vurderinq af del oq baote produkter 

Egenskaberne for dejen og de bagte produkter btev bestemt som folgen 

Specifikt vol umen-ideks : Volumen af et bred eller et kuvertbred males ved 
hjaelp af den traditionelle rapsfra-fortraengningsmetode. Det specifikke 
volumen beregnes som volumen ml pr. g brod, Det specifikke volumen af 
kontrollen (uden enzym) defineres som 100. Det relative specifikke volumen- 
indeks beregnes som: 

Specifikt volumen-indeks = brodets specifikke volumen 


Dejens klaebetilbfljelighed vurderes manuelt i overensstemmelse med 
folgende skala: 


specifik volumen af kontrolbred x 1 00 


Kuvertbrodform: 


meget flad 
flad 


1 

2 
3 
4 
5 
6 


normal 
god/rund 


meget god 
for rund 
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RESULTATER 


TABEL 20 


| Enzym/ 
additiv 





1 




A) 





1 

1 

1 

B) 


500 

1500 

3000 


500 

1500 

3000 

C) 

100 

110 

106 

93 

99 

111 

116 

108 

D) 

100 

106 

99 

94 

102 

107 

109 

103 

E) 

3 

4 

4 

3 

3 

4 

5 

4,5 


A) Lecimulthin 100 (g/kg mel) 

B) F.o.-phospholipase (LU/kg mel) 

C) Specrfikt volumen-indeks (kuvertbred) 

D) Speclfikt volumen-indeks (formbrod) 

E) Kuvertbredform (score) 


'Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark), 

Resultateme viser en War volumenforogende effekt af Fusarium oxysporum- 
phospholipase p& bSde kuvertbred og formbrad ved opskriften, som ikke 
indeholder lecithin. Hvis lecithin indbefattes i opskriften, opnSs endnu bedre 
volumeneffekter. selvom lecithin ikke selv bidrager til volumen. En statistisk 
analyse (ANOVA, a = 0,05), som blev udfort i Statgraphics Plus, release 3.0, 
viser en signifikant positiv synergi mellem phospholipasen og lecithinen. 

Bade med og uden lecithin i opskriften opnSs en betydeligt forbedret form af 
kuvertbrod med F. ox/spomm-phospholipasen. I dette eksempel opniedes 
den bedste kuvertbrodform ved en blanding af lecithin og phospholipase (1500 
LU/kg mel). 

EKSEMPEL 21 

Anvendelse af en phospholipase. der er opn5et fra F. oxvsoorum. som et antt- 
friskhedstabende middel 
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Materialer oo metoder 
Fremstillinq af bred 


Europaeiske almindeligt dej-hvidt brod og kuvertbrod b!ev fremstillet ud fra 
folgende grundopskrift: 


Grundopskrift 

Mel (Meneba BBZ) 100 % (2000 g) 

Vand 61 % 

Gaer 5 % 

Salt 1,5% 

Sukker 1,5% 

Ascorbinsyre 40 ppm 

Baaeprocedure 

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min. 

Blanding (spiralblander), 1250 rpm 3,5 min. 

Vurdering af dej 7 min. 

Fermentering (stuetemperatur) 15 min. 

Valsning/formning 3 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

Sammenfoldning 2 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

Valsning/formning/i form 2 min. 

Haevning (32 °C f 82 % RH) 55 min. 

Bagning (230 °C) 35 min. 


I dette eksempel blev bredene anbragt i forme med Idg for at undgS forskelle i 
de specifikke volumener for strukturanalyse. Efter nedkoling blev bradene 
opbevaret ved stuetemperatur, pakket i plastikposer. 
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Vurderinq af bagte produkter 

Vurdering af friskhedstab og struktur kan udferes ifelge AACC-metoden 74-09. 
En vurdering af bredkrummers btodhed som indikator for brods friskhedstab 
blev udfort 0, 1, 3 og 7 dage efter bagning i overenstemmelse med folgende 
procedure: 

En skive brad blev komprimeret ved konstant hastighed i en strukturanalyse 
(TA TX-2), og styrken af kompressionen biev milt i g. Krummens fasthed 
miles som styrken ved 25 % kom press ion. En bradkrummes fasthed stiger 
efterhdnden som brodet mister friskhed. 

Resultater 

Resultaterne fra fasthedsmdlinger som funktion af opbevaringsdage er vist i 
tabel 21 . Lecimulthin blev tilsat i en koncentration pS 1 g/kg mel, og Fusarium 
oxyspon/m-phospholipasen blev tilsat i en dosis pd 500U/kg mel. Hvert 
resultat i tabellen er gennemsnitsvaBrdien for 6 malinger (2 brad, 3 mfilinger pi 
hver). 


TABEL 21 


Enzym/additiv 

Fasthed 
Dag 0 

Fasthed 
Dag1 

Fasthed 
Dag 3 

Fasthed 
Dag 7 

Kontrol 

223 

350 

631 

1061 

Lecimulthin 100* 

225 

261 

532 

1010 

Phospholipase 

201 

303 

573 

1257 

Lecimulthin 100* 
+ phospholipase 

169 

304 

468 

834 


'Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark). 


Som det fremgSr af tabel 21, var brpdene, der var behandlet med 
phospholipase, lidt bledere end kontrollen op til 3 dages opbevaring. I 
kombination med lecithin kunne der opn&s en betydelig anti-friskhedstabende 
effekt under hete opbevaringen (som ikke er opnSelig med lecithin eller 
phospholipase alene). 
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SEKVENSLISTE 


SEQ ID NO: 1 viser en Monet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, som omfatter 
en DNA-sekvens, der koder for et enzym, som fremviser phospholiDase- 
aktivitet. 

(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 1 

(i) SEKVENSEGENSKABER: 

(A) L/ENGDE: 1170 basepar 

(B) TYPE: nukleinsyre 

(C) BESKAFFENHED: enkeltstrenget 

(D) TOPOLOGI: lineaer 

(ii) MOLEKYLETYPE: cDNA 

(vi) NATURLIG OPRINDELSE: 

(A) ORGANISME: Fusarium oxysporum 

(B) STAMME: DSM 2672 

(ix) EGENSKAB: 

(A) NAVN/KODE: CDS 

(B) PLACERING: 23..1063 

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 1 

TTCCAGAATA TTCCTTGTCA CC ATC CTT CIT CIA CCA CTC CIC TCC CCC AIC S2 
Hat Lau Leu Leu Pro Lau Leu Ser Al» 11m 
IS 10 

ACC CTC CCC CTA CCC ACT CCT CIA CCT CTC CAC CAC TAC CTC AAC TCT 100 

Thr Leu Ale val Ala Ser Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr v«l Aan Ser 

IS 20 25 

CTT CAC CAC CCA CCT CTT CCT CTC ACT AC* ACC CAC TTC ACC AAC TTC 148 
Leu Clu Clu Arg Ala Val Cly Val Thr Thr Thr Aap Foe Sar Aan M>« 
10 35 40 

AAC TTC TAC ATC CAA CAC CCC CCC CCA CCT TAC TCC AAC TCT CAA CCC 196 
Lye rbe Tyr Ha clu Hi a Cly Ala Ala Ala Tyr Cya Aan Ser Clu Ala 
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45 50 

CCA CCT GCT TCC AAG ATC ACC TCC TCC AAC AAT CCC TCT CCA ACC CTT 244 
Ala Ala Cly Ser Lya lie Thr Cya Ser Asn Asn Cly Cya Pro Thr Val 
60 65 70 

CAC CCC AAC CCA CCC ACC ATC CTC ACA ICT TTC CTT CCC TCC AAG ACA 292 
Cln Qly Aan Oly Ala Thr He Val Thr Sax Phe Val- Cly Ser Lya Thr . 
75 60 85 90 

OCT ATC GOT GGC TAG GTC CCC ACA CAC TCT CCC CCA AAC 6AA ATC CTC 340 
Cly Xla Cly Oly Tyr Val Ala Thr Aap 5or Ala Arg Lye Clu Xla Val 
95 100 105 

CTC TCC TTC CCC C6A ACC ATC AAT MT CCA AAC TCC CTT ACC AAC CTC 388 
Val Sar Pha Arg Cly Ser Xla> Aan lie Arg Aan Trp Leu Thr Aan Leu 
110 115 120 

CAC TTC CCC CAC GAA CAC TOC ACT CTC CTC TCT CCA TCC GCT OTG CAC 436 

Aap Pha Cly Gin Clu Aap Cya Sax Leu Val Sar cly Cya Cly Val Hie 
125 130 135 

TCT SCC TTC CAC CCA CCC TCC'AAT CAU' ATC* TCC TCT CnA **CA ACC GCT 484 
Ser Cly Pha Cln Arg Ala Trp Aaa Cln Xla Ser Ser Cln Ala Thr Ala 
140 145 150 

GCT CTT CCC TCC CCC CCC AAG CCG AAC CCC TCT TTC AAC CTC ATT TCT 532 
Ala Val Ala Ser Ala Arg Lya Ala Aan Pro Sar Pha Aan Val Xla Sar 
155 • 160 165 170 

ACA CCC CAC TCC CTT CCA GCT CCC GTC CCC CTT CTT CCT CCC CCA* AAC 580 
Thr cly His Ser Leu Oly Oly Ala Val Ala Val Leu Ala Ala Ala Asn 
175 180 185 

TTC ACA CTC CCT CCA ACA CCC CTC CAT ATT TAC ACC TAC CCC TCT CCC 628 
L«u Arg Val Cly Oly Thr Pro Val. Aap Xla Tyr Thr Tyr Cly Smr Pro 
190 195 200 

CCT GTC CCA AAC CCC CAC CTC TCA CCC TTC GTC TCA AAC CAC CCT CCT 676 
Arg Val Oly Aan Ala Cln Leu Ser Ala Pha Val Smr Asn Cln Ala Cly 
205 210 215 

GGA CAO TAC CCC CTT ACA CAC GCT CAT CAC CCT CTC CCC CCT CTC CCT 724 
Cly Clu Tyr Arg Val Thr Hie Ala Aap Aap Pro Val Pro Arg Leu Pro 
220 225 230 
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CCT CTC ATC TTC GCA TAC AGO CAC ACA WT CCT GAG TTC TCC CTC TCC 
Pro Leu He Phe Gly Tyr Arg His Thr Thr Pro clu Pbe Trp Leu Sex 
235 240 245 , so 

GCC OCT CCA CCC CAC AAC CTT CAC TAC ACC ATC AGC GAT CTC AAC CTC 
Cly Cly Ciy Cly Aep Lye Val Asp Tyr Thr He Ser Aep Val Lye Val 
255 260 265 

TCT CAC GOT CCT CCC AAC CTT CCA TCC AAC CGT GGA ACT CTT CGT TTC 

Cye clu Gly Ala Ala Am Leu Gly Cya ten Gly Gly Thr Leu Gly Leu 

270 275 280 

GAT ATT CCT CCT CAT CTC CAT TAC TTC CAC CCC ACT CAC CCC TGT AAC 

Aip H« Ala Ala Hit Leu Hie Tyr Phe Gin Ala Thr Aap Ala eye Asn 

285 290 295 

CCT CCT GGC TTC TCT TCC CCA CCA TAC ACA ACC CCC GAG ACC CTC CAC 
Ma Cly Cly Phe Ser Trp Arc Arg Tyr Arg Ser ju« ci„ s«r val A.p 
3 °0 305 j 10 

AAC ACC CCC ACC ATC ACT CAT CCC GAG CTT GAG AAG AAC CTC AAC TCT 
Lya Arg Ala Thr Met Thr A.p Ala Ola Leu clu Ly. Lyg Leu Asn Ser 
31S »C 325 330 

TAT GTC CAC ATC GAT AAG GAG TAT CTC AAG AAT AAC CAC CCC CCC TCT 
Tyr val Gin Net Aep Lye Clu Tyr Val Ly« Asn Aen Gin Ala Arg Ser 
33 5 340 345 

TAA CCAGGGTATO ACCTTTCATC CCAAATCACA TCATTCATCA ACCAAACCAT 


772 


820 


868 


916 


964 


1012 


1060 


1113 


ACTACATATC ATCCAAATAG GATATAAAAA CATATTTCAT TCACTACCTT TACACAA 


1170 


opfSdilsen N ° : 2 V ' Ser aminosyresekvensen for en phospholipase ifolge 
(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 2 

(i) SEKVENSEGENSKABER: 

(A) L/ENGDE: 346 aminosyrer 

(B) TYPE: aminosyre 
(D) TOPOLOGI; linear 

(ii) MOLEKYLETYPE: protein 

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 2 
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Hot Leu Leu Leu Fro Leu Leu Sex Ala He Thr Leu Ala Val Ala Ser 

1 5 10 15 

Fro Val Ala Leu A»p Aep Tyr Val Aan Ser Leu Clu Glu Arg Ala Val 
20 25 30 

Gly val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe Lys Phe Tyr He Gin His 
35 40 45 

Gly Ala Ala Ala Tyr eye Aen Ser Clu Ala Ala Ala Gly Ser Lys He 
50 55 60 

Thr Cys Ser Asn Asn Gly cys Pro Thr Val Gin Gly Asn Gly Ala Thr 
65 70 75 80 

He Val Thr Ser Phe Val Gly Ser Lys Thr Gly He Gly Gly Tyr Val 
65 90 95 

Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lys Glu He Val Val Ser. Phe Arg Gly Ser 
100 105 HO 

He Asn He Arg Asn Trp Leu Thr Asn Leu Asp Phe Gly Gin Glu Asp 
115 120 125 

Cys Ser Leu Val Ser Gly Cys Gly Val Bis Ser Gly Phe Gin Arg Ala 
130 135 140 

Trp Asn Glu He Ser Ser Gin Ala Thr Ala Ala Val Ala Ser Ala Arg 
145 150 155 160 

Lys Ala Asn Pro Ser Phe Asn Val He Ser Thr Gly His Ser Leu Gly 
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1*5 170 X75 

cly Ala Val Ala Val tcu Ala Ala Ala Ann Leu Arg Val Oly Cly Thr 
180 18S 190 

Pro Val Aap He Tyr Thr Tyr CXy Ser Pro Arg Val Cly Aon Ala Cln 
195 200 205 

Leu Ser Ala Phe Val Ser Aan Cln Ala cly Cly Glu Tyr Arg Val Thr 
210 215 220 

His Ala Asp Asp Pro Val Pro Arg Leu pro Pro Leu He Phe Cly Tyr 
225 230 235 240 

Arg His Thr Thr Pro Clu Phe Trp Leu Ser Cly oly Oly Oly Asp Ly© 
245 2S0 255 

Val Aap Tyr Thr He Ser Aap Val Lys Val Cye Clu Cly Ala Ala Asn 
260 265 270 

Leu Cly Cys Asn Cly Cly Thr Leu Cly Leu Asp He Ala Ala Hie Leu 
275 280 285 

Hie Tyr Phe cln Ala Thr Asp Ala Cye Asn Ala Oly Gly Phe ser Trp 
290 295 300 

Arg Arg Tyr Arg Ser Ala Clu Ser Val Aap Lye Arg Ala Thr Met Thr 
305 310 315 320 

Asp Ala Glu Leu Clu Lys Lys Leu Asn Ser Tyr Val Gin Met Aap Lye 
325 330 335 

Clu Tyr Val Lys Asn Asn Gin Ala Arg Ser 
340 345 


NZAS-0007554 


DK/EP0869167T3 

110 

P a t e n t k r a v: 

1 . Polypeptid, som fremviser phospholipase A-aktivitet t der er valgt fra gruppen, 
som bestar af: 

(a) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A-kodende del af DNA- 
sekvensen, der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia 
coff-DSM 11299, 

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i posilioneme 31-346 i 
SEQ ID NO: 2, 

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-303 i 
SEQ ID NO: 2 ( og 

(d) et polypeptid, der er mindst 70 % homologt med polypeptide^ der er 
defineret i (a), (b) eller (c). 

2. Polypeptid ifolge krav 1, som er en phospholipase A1. 

3. Polynukleotid, som omfatter en sekvens, der er valgt fra gruppen, som bestir 
af: 

(a) den phospholipase A-kodende sekvens, der er klonet ind i plasmid pYES 
2.0, som er til stede i Escherichia colhDSM 1 1299, 

(b) nukleotiderne 23-1 063 i SEQ ID NO: 1 , 

(c) nukleotiderne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, 

(d) nukleotiderne 1 13-931 i SEQ ID NO: 1 , 

(e) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-346 i SEQ ID NO: 2, 

(f) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-303 i SEQ ID NO: 2, og 

(g) et polynukleotid, der er mindst 70 % homologt med et hvilket som heist 


NZAS-0007555 


DK/EP 08691 67 T3 

111 

af ovennaevnte polynukleotider, hvor polynukteotidet koder for et polypeptid, der 
fremviser phospholipase A-aktivitet. 

4. Polynukleotid ifolge krav 3, der koder for et phospholipase A1-polypeptid. 

5 

5. Vektor, som omfatler polynukleotidet ifolge krav 3 eller 4. 

6. Vaertscelle, som omfatter vekloren ifolge krav 5. 

10 7. Vaertscelle ifolge krav 6, som er en eukaryotcelle, isaer en svampecelie, 

sSsom en trSdsvampeoelle, for eksempel Aspergillus eller Fusarium. 

8. FremgangsmSde til frembringelse af en phospholipase A, som omfatter: 

15 (a) dyrkning af vaertscellen ifolge krav 6 eller 7 under betingelser, der er 

passende til ekspression af phospholipasen og 

(b) indvinding af phospholipasen. 

20 9. Anvendelse af polypeptidet rfolge krav 1 eller 2 i en proces, som omfatter 
behandling af et phospholipid eller lysophospholipid med phospholipasen til 
hydrolysering af fedtacylgrupper. 

10. Anvendelse af polypeptidet ifoige krav 1 eller 2 i en proces til reduktion af 
25 indholdet af phospholipid i en spiseolie, der har et phosphorindhold fra 50-250 

ppm, som omfatter behandling af olien med polypeptidet til hydrolysering af en 
stor del af phospholipidet og separering af en vandfase, som indehotder det 
hydrolyserede phospholipid, fra olien. 

30 11. Anvendelse af polypeptidet ifolge krav 1 eller 2 i en proces til frembringelse 

af et bagt produkt, som omfatter tilsaetning af polypeptidet til en dej og bagning 
af dejen til frembringelse af det bagte produkt. 

35 
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Reduktion af phosphor-indeholdende bestanddele i spiseolier, som 
omfatter en stor maengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse 
af en phospholipase, en phospholipase fra en trSdsvamp, der har 
phospholipase A og/eller B aktivitet. 
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Qpfindeisens omrSde 

Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til reduktion af 
indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter 
5 en stor maengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse af en 

phospholipase. 

Den foreliggende opfindelse angar yderligere et enzym med phospholipase- 
aktivitet, en klonet DNA-sekvens, der koder for enzymet med phospholipase- 
10 aktivitet, en fremgangsmade til frembringelse af enzymet bg anvendelse af 

naevnte enzym til en raekke industrielle formal. 

Qpfindeisens baggrund 

15 Enzvmatisk degummerinq af spiseolier. som omfatter en relativ stor maengde 

ikke-hvdrerbart phosphorindhold 

Anvendelsen af phospholipase til enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret spiseolie (US 5 264 367, Metallgesellschaft, Rohm) til at 
20 reducere phosphorindholdet i naevnte vanddegummeret spiseolie er velkendt. 

Denne proces kan imidlertid forbedres yderligere, isaer til udforelse af 
enzymatisk degummering af spiseolier, som omfatter en stor maengde ikke- 
hydrerbart phosphor (NHP) og/eller relativt store maengder af mucilago. 

25 

Folgeligt er et formal for opfindelsen at tilvejebringe en fremgangsmade til at 
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i sSdanne olier, 
hvor naevnte fremgangsmade omfatter anvendelse af en phospholipase. 

30 En phospholipase ifelge opfindelsen 

Phospholipider, sasom lecithin eller phosphatidylcholin, bestSr af glycerol, der 
er esterificeret med to fedtsyrer i den ydre (sn-1) og den midterste (sn-2) 
position og esterificeret med phosphorsyre i den tredje position; 
35 phosphorsyren igen kan vaere esterificeret til en aminoalkohol. Phospholipaser 
er enzymer, der tager del i hydrolysen af phospholipider. Adskillige typer af 
phospholipase-aktivitet kan skelnes fra hinanden, herunder phospholipaseme 
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Ai (PLAi) og A 2 (PLA 2 ). som hydrolyserer en fedtsyregruppe (i henholdsvis sn- 
1- og sn-2-positionen) til frembringelse af lysophospholipid, og 
lysophospholipase (eller phospholipase B (PLB)), som kan hydrolysere den 
resterende fedtsyregruppe i lysophospholipid. 

5 

Denne opfindelse ang&r blandt andet en phospholipase fra en tradsvamp, som 
har evnen til at hydrolysere den ene og/eller begge fedtsyregrupper i et 
phospholipid (det vil sige fremviser PLA- og/eller PLB-aktivitet). 

10 Tidliqere karakteriserede PLA- oo/eller PLB-enzvmer fra svampe 

Talrige referencer beskriver karakteriseringen af svampe-phospholipaser. For 
at gore det lettere at fS et overblik over status inden for omradet, er 
referenceme blevet grupperet i to afsnit. * 

15 

Afsnit et vednarer referencer, som beskriver identificeringen af svampe- 
phospholipaser, som man aktuelt ikke mener er beslaegtede med svampe- 
phospholipasen if0lge den foreliggende opfindelse. Disse referencer er 
hovedsageligt indbefattet for at sammenfatte status inden for omradet 
20 karakterisering af svampe-phospholipaser. 

Afsnit to vednarer referencer, som beskriver karakteriseringen af svampe- 
phospholipaser, som menes at vaere relevante for svampe-phospholipaserne 
ifolge den foreliggende opfindelse. 

25 

Afsnit et 

Enzymer med phospholipase A- og/eller B-aktivitet er blevet fundet i forskellige 
svampekilder, herunder Penicillium notatum (der ogsS er kendt som P. 

30 chrysogenum; N. Kawasaki, J. Biochem. 77:1233-44, 1975; N. Masuda et al„ 
Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991), P. cyclopium (Process Biochemistry 
30(5):393-401 f 1995), Saccharomyces cerevisiae (M. Ichimasa et al. t Agric. 
Biol. Chem. 49(4): 1083-89, 1985; F. Paultauf et al., J. Biol. Chem. 269:19725- 
30, 1994), Torulaspora delbrueckii (gammelt navn Saccharomyces rose/; Y. 

35 Kuwabara, Agric. Biol. Chem. 52(10):2451-58, 1988; FEMS, Microbiol. Letters 

124:29-34), Schizosaccharomyces pombe (H. Oishi et al., Biosci. Biotech. 
Biochem. 60(7): 1087-92, 1996), Aspergillus niger (Technical Bulletin, G- 
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zyme™ G999 t Enzyme Bio-Systems Ltd.; Process Biochemistry 30(5):393-401 
(1995)) og Corticium centrifugum (S. Uehara et al M Agric. Biol. Chem. 
43(3):517-525, 1979). 

5 Afsnit to 

EP 575133 A2 beskriver isoleringen og karakteriseringen af en svampe- 
phospholipase A1, som er opnaet fra Aspergillus, og anvendelsen deraf til 
industrielle formal. 

10 

Der er ingen sekvensinformation (hverken DNA- eller aminosyre-) indbefattet i 
ansogningen, ej heller er nogen strategi eller noget forslag til kloning af noget 
af Aspenj///us-phospholipasen beskrevet eller anfert i ansegningen. 

15 Tsung-Che et al. (Phytopathological notes 58:1437-38 (1968)) beskriver kort 

karakteriseringen af en phospholipase fra Fusarium sofani. 

EP 130 064 beskriver en isoleret fraktion af et fermenteringsmedium, der 
fremviser lipase-aktivitet, som er opnaet fra stammen Fusarium oxysporum 
20 DSM 2672. Ydermere er anvendelsen deraf i detergentsammensaetninger 
beskrevet. EP 130 064 beskriver imidlertid ikke denne fraktion som 
fremvisende phospholipase-aktivitet. 

WO 96/13579 beskriver en lipase, som er opnaet fra stammen Fusarium 
25 culmorum CBS 513.94, herunder dens N-terminale sekvens. 

WO 96/13579 beskriver imidlertid ikke noget enzym, som fremviser 
phospholipase-aktivitet. 

30 En cDNA-sekvens, som koder for en lipase fra Fusarium heterosporum er 

beskrevet (Cloning and nucleotide sequence of cDNA encoding a lipase from 
Fusarium heterosporum, J. Biochem. 116:536-540, 1994). Denne sekvens 
menes aktuelt at vaere den DNA-sekvens, der er mest beslaegtet med en 
klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med 

35 tidligere kendt materiale" (se nedenfor)). Denne reference beskriver imidlertid 
ikke noget enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet. 
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En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum, 
er beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne klonede DNA- 
sekvens har imidlertid meget begraenset homologi med en DNA-sekvens ifolge 
opfmdelsen (se afsnittet "Sammenligning med tidligere kendt materiale" (se 
5 nedenfor)). 

Industriel anvendelse af phospholipaser 

En raekke anvendelser af phospholipaser er kendte, sasom anvendelse af 
10 phospholipase i for eksempel enzymatisk degummering af en 

vanddegummeret olie (US 5 264 367, Metallgesellschaft, Rohm), behandling 
af stivelseshydrolysat (isaer fra hvedestivelse) til forbedring af filtrerbarheden 
(EP 219 269, CPC International), som tilsaetningsstof til br0ddej til at forbedre 
bnadets elasticitet (US 4 567 046, Kyowa Hakko), og til fremstilling af 
1 5 lysolecithin med specielle emulgerende egenskaber. 

Aktuelt anvendes phospholipasen Lecitase® (Novo Nordisk A/S) kommercielt 
til for eksempel degummering af olier. Lecitase® er et mammalia-enzym, som 
er opnaet fra svinepancreas. 

20 

Det er velkendt, at det er muligt at danne svampeenzymer rekombinant med 
opnaelse af industries okonomisk acceptable udbytter, isaer fra tradsvampe. 

Felgetigt er det et formal for denne opfindelse at tilvejebringe en forbedret 
25 phospholipase til anvendelse for eksempel i processerne, der er beskrevet 

ovenfor. 

Det er endvidere et formal for den foreliggende opfindelse at beskrive 
processer og fremgangsmader til rekombinant produktion med industrielt 
30 acceptable udbytter af en phospholipase, som er opnaet fra en tradsvamp. 

Sammendrag af opfmdelsen 

Vanddegummering af spiseolier udfores ved hjaslp af ekstraktion med vand. 
35 Ved denne behandling efterlades en del af phosphatiderne i olien. Denne del 

beskrives ved hjaelp af faellesbetegnelsen n ikke-hydrerbare phosphatider 11 
(NHP). Ved produktionen af olier er det essentielt at fjerne NHP-indholdet (US 
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5 264 367). 

Den foreliggende opfinclelse tilvejebringer en fremgangsmSde til fjernelse af 
NHP-indholdet i en olie, som omfatter en relativ stor maengde af NHP. 

5 

Folgeligt angSr opfindelsen i et forste aspekt en fremgangsmSde til at 
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som 
har et ikke-hydrerbart phosphorindhold p5 mindst 50 ppm t der er malt ved 
hjaelp af: 

10 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
opl0sning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand vs. olie = 4,8 
% vaegt/vaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6 
mM) i 30 minutter, 

15 

ii) overforsel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et 
reagensglas, 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 

20 

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter, 

v) overforsel af ca. 8 ml af den overste (olie) fase til et nyt reagensglas 
og henstand til bundfaeldning i 24 timer, og 

25 

vi) herefter udtagning af 2 g fra den everste Ware fase til mating af det 
ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien, 

og hvor naevnte fremgangsmade omfatter; 

30 

kontaktbringning mellem naevnte olie ved en pH fra 1,5-8 og en vandig 
oplosning af en phospholipase A1, en phospholipase A2 eller en 
phospholipase B, idet oplosningen emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i 
olien er reduceret til mindre end 1 1 ppm, og efterfolgende separering af den 
35 vandige fase fra den behandlede olie. 

I et andet aspekt angar opfindelsen en ny klonet phospholipase. 
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Yderligere undersogelser af karakteren af lipase-aktiviteten, som fmdes i 
Fusarium oxysporum DSM 2672 (og er beskrevet i EP 130 064), viste, at den 
isolerede fraktion omfatter adskillige bestanddele med lipase-aktivitet, hvoraf 
den ene fremviste phospholipase-aktivitet. 

PS trods af en raekke tekniske vanskeligheder (se nedenfor) har de 
foreliggende opfindere vaeret i stand til at klone et enzym, som fremviser 
phospholipase A-aktivitet, fra en stamme af slaegten Fusarium, mere specifikt 
Fusarium oxysporum, 

Dette er forste gang en phospholipase A fra en tradsvamp er blevet klonet, og 
folgeligt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en klonet DNA-sekvens, 
som koder for et phospholipase A-enzym fra en tradsvamp. 

F0lgeligt angar et aspekt af opfmdelsen en klonet DNA-sekvens, som koder 
for et polypeptid med phospholipase A-aktivitet, hvor DNA-sekvensen er 
opnaetfra en tradsvamp. 

En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum, 
er beskrevet i Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991. 

Denne DNA-sekvens fremviser imidlertid kun en meget begraenset DNA-lighed 
p5 39 % med DNA-sekvensen ifclge den foreliggende opfindelse (SEQ ID 
NO:1, 23-1060), og endvidere varierer en fysiologisk egenskab, s&som 
molekylemassen, betydeligt mellem naevnte PLB fra P. notatum (66 kDa) og 
en phospholipase ifolge opfmdelsen (29 ± 10 kDa (se nedenfor)). 

Endvidere har en sammenligning med kendte nukleotid- og 
aminosyresekvenser vist, at DNA-sekvensen og/eller den tilsvarende kodede 
aminosyresekvens ifslge opfindelsen kun har ringe homologi med alle kendte 
DNA- og/eller aminosyresekvenser (se nedenfor). 

Folgelig mener man aktuelt, at DNA-sekvensinformationen, der tilvejebringes i 
den foreliggende ansogning, vii vaere meget vaerdifuld til for eksempel kloning 
af en anden beslaegtet/homolog phospholipase-kodende DNA-sekvens, da en 
specifik hybridiseringsprobe og/eller PCR-primere nu let kan konstrueres pa 
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basis af naevnte DNA-sekvens ifolge opfindelsen. 

Yderligere mener man aktuelt, at det er muligt at klone b5de en 
beslaegtet/homolog phospholipase A- og/eller phospholipase B-kodende DNA- 
5 sekvens p§ basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den 

foreliggende ans0gning. 

Folgeligt ang£r opfindelsen i et yderligere aspekt en klonet DNA-sekvens, som 
koder for et enzym, der fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B- 
1 0 aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt f ra gruppen, der omfatter: 

(a) den phospholipase A-kodende del af DNA-sekvensen, der er klonet 
ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

15 (b) DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1, 

mere fortrinsvis positionerne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere 
fortrinsvis positionerne 113-929 i SEQ ID NO: 1, eller den komplementaere 
streng dertil, 

20 (c) en DNA-sekvens, der er mindst 70 % homolog med nasvnte DNA- 

sekvenser, der er defineret i (a) eller (b), 

(d) en DNA-sekvens, der er defineret i (a) eller (b), som koder for et 
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog 

( 25 med polypeptidsekvensen, der er vist i positionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2, 

eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er 
vist i positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2 f 

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA- 
30 probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ 

ID NO: 1, ved lav stringens, 

(f) en DNA-sekvens, som koder for et polypeptid, der har de samme 
aminosyresekvenser i positionresterne 1 til 346, 31 til 303 eller 31 til 303 i SEQ 

35 ID NO: 2, eller aminosyresekvenserne, der kodes for ved hjaelp af en hvilken 
som heist af DNA-sekvenseme ifolge (e), og 
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(g) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenserne, der er 
specificeret i (a), (b), (c), (d), (e) eller (f). 

Endvidere er en phospholipase rfelge opfindelsen blevet grundigt 
karakteriseret, og det har vist sig, at den har phospholipase-aktivitet ved lavt 
pH, denne egenskab gov den meget egnet til anvendelse til oliedegummering. 
Phospholipasen er ikke membranbundet, hvilket gor den egnet til kommerciel 
produktion og oprensning. 

Folgeligt ang^r opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret polypeptid med 
phospholipase A-aktivitet, som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium 
og har: 

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-1 0, malt ved 40 °C, 

ii) en molekylemasse pa 29 ± 10 kDa, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE, 

iii) et isoelektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, 

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, 
malt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller 

v) et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, malt 
med lecithin som substrat ved 37 °C. 

En udledt aminosyresekvens for en isoleret phospholipase ifolge opfindelsen 
ervistiSEQIDNO;2. . 

Den N-terminale aminosyresekvens for en moden secerneret isoleret 
phospholipase er blevet bestemt. Naevnte N-terminale sekvens viste, at den 
modne del af en phospholipase rfolge opfindelsen med aminosyresekvensen, 
der er vist i SEQ ID NO: 2, starter i aminosyre nr. 31 i SEQ ID NO: 2. Se 
forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor). 

Endvidere er den C-terminale sekvens for en aktiv secerneret phospholipase 
ifolge opfindelsen med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2, 
blevet bestemt. Naevnte C-terminal-bestemte phospholipase blev rekombinant 
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udtrykt i trSdsvampestammen Aspergillus oryzae. Se forsagseksempel heri for 
yderligere henvisning. 

Disse resultater viste, at enzymet blev C-terminalt processeret under 
5 ekspression fra A. oryzae, og resultateme tyder pa, at Ser303 i SEQ ID NO: 2 

er den mest sandsynlige C-terminale rest i det udtrykte modne aktive enzym. 
Det forudses imidlertid, at endnu yderligere C-terminal processering kan finde 
sted (det vil sige t som frembringer et fragment af naevnte sekvenser), og at 
man stadig har et udtrykt modent aktivt enzym. 

10 

Folgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret enzym, som 
fremviser phospholipase A- og/eller B-aktivitet og er valgt fra gruppe, der 
omfatter: 

15 (a) et polypeptid, som kodes af den phospholipase A- og/eller B- 

enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i pYES 2.0, som er til 
stede i Escherichia coli DSM 1 1 299, 

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31- 
20 346 i SEQ ID NO: 2, 

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31- 
303 i SEQ ID NO: 2, 

25 (d) en analog til polypeptides der er defineret i (a), (b) eller (c), idet 

analogen er mindst 70 % homolog med nsevnte polypeptid, og 

(e) et fragment af (a), (b) t (c) eller (d). 

30 I endnu et yderligere aspekt til vejeb ringer opfindelsen en rekombinant 

ekspressionsvektor, som abner mulighed for heterolog rekombinant produktion 
af et enzym ifolge opfindelsen. Det er derved muligt at lave en staerkt oprenet 
phospholipase-sammensaetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for 
homologe urenheder. Det er yderst fordelagtigt til en rsekke industrielle 

35 anvendelser. 

Den foreliggende opfindelse viser eksperimentelt (se nedenfor), at en 
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phospholipase, der er opn^et fra en stamme af Fusarium culmorum og 
Fusarium oxysporum, har forbedrede egenskaber til anvendelse til industrielle 
relevante formal. Det forudses, at phospholipaser, der er opnaet fra en 
stamme af slaegten Fusarium, vil have forbedrede egenskaber, der er 
5 relevante til anvendelse til anvendelse til industrielle formal. 

Folgeligt angar opfindelsen i endnu et yderligere aspekt anvendelsen af en 
phospholipase, der er opnaet fra en stamme af slaegten Fusarium, sasom en 
stamme af F culmorum, F. heterosporum, F. solani eller isaer en stamme af 
10 Fusarium oxysporum, \ en proces f der omfatter behandling af et phospholipid 

eller lysophospholipid med phospholipasen til hydrolysering af 
fedtsyregruppeme. 

Endelig angSr opfindelsen en isoleret, i det vaesentlige ren biologisk kultur af 
15 Escherichia co//-stammen DSM 11299, som indeholder en phospholipase- 

kodende DNA-sekvens (den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, 
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 
11299), der er opnaet fra en stamme af trSdsvampen Fusarium oxysporum, 
eller en hvilket som heist mutant af naevnte E. co//-stamme, som har bevaret 
20 den phospholipase-kodende egenskab. 

Homologisammenligninq med kendte sekvenser 

Der blev udfort en homologisogning med phospholipasen ifelge opfindelsen 
25 mod nukleotid- og proteindatabaser. Homologisogningen viste, at den taettest 
beslaegtede kendte sekvens var en lipase fra Fusarium heterosporum (en 
parallelopstilling af aminosyrer er vist i figur 1). 

DNA-sekvensen ifolge opfindelsen (SEQ ID NO: 1, 23-1060), som koder for 
30 phospholipasen, viser kun 62 % DNA-homologi med den kendte 

lipasesekvens fra Fusarium heterosporum (Genbank-databasereference 
S77816), og den tilsvarende aminosyresekvens for phospholipasen ifolge 
opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 60 % homologi med en udledt 
aminosyresekvens pS basis af den kendte DNA-sekvens ovenfor (se figur 1). 

35 

Dette viser, at DNA- og/eller aminosyresekvensen for en phospholipase ifolge 
opfindelsen rent faktisk er forskellig fra alle kendte DNA- og/eller 
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aminosyresekvenser. 

En cDNA-sekvens, der koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum er 
beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne DNA-sekvens 
5 (Genbank-databasereference X60348) viser imidlertid kun en meget 

begraenset DNA-lighed pS 39 % med DNA-sekvensen ifolge den foreliggende 
opfindelse (SEQ ID NO: 1, 23-1060), og den tilsvarende aminosyresekvens for 
phospholipasen ifolge opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 20 % lighed med 
en udiedt aminosyresekvens, der er baseret pa den kendte PLB-DNA-sekvens 
10 ovenfor. 

Beregningeme af homologi blev udfort som beskrevet senere i denne 
specifikation. 

15 Tegninqer 

Figur 1: Parallelopstilling af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2 
med en kendt lipasesekvens fra Fusarium heterosporum, 

20 Figur 2: Sammenligning af enzymatisk degummeringsevne hos Lecitase™ og 

en phospholipase fra Fusarium oxysporum tfolge opfindelsen. 

Definitioner 

25 F0r en mere detaljeret gennemgang af denne opfindelse vil folgende udtryk 

blive defineret. 

"En klonet DNA-sekvens" : Udtrykket "en klonet DNA-sekvens" henviser til en 
DNA-sekvens, der er klonet ifolge standard-kloningsprocedurer, som 
30 anvendes ved gensplejsning til at flytte et segment af DNA fra dens naturlige 

placering til et andet site, hvor det vil blive reproduceret. Kloningsprocessen 
inddrager udskaering og isolering af det onskede DNA-segment, insertion af 
DNA-stykket i vektormolekylet og inkorporering af den rekombinante vektor i 
en celle, hvor talrige kopier elier kloner af DNA-segmentet vil blive replikeret. 

35 

Den "klonede DNA-sekvens" if0lge opfindelsen kan alternativt benaevnes "en 
DNA-konstruktion", "et klonet polynukleotid med en DNA-sekvens" eller "en 
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isoleret DNA-sekvens". 

"Opnaet fra" : Til formalet i den foreiiggende opfmdelse betyder udtrykket 
"opnaet fra" som anvendt heri i forbindelse med en specifik mikrobiel kilde, at 
enzymet og folgeligt DNA-sekvensen, der koder for naevnte enzym, er dannet 
af den specifikke kilde eller af en celle, hvori et gen fra kilden er blevet indsat. 

"Et isoleret polypeptid" : Som defineret heri henviser udtrykket "et isoleret 
polypeptid" eller "en isoleret phospholipase" som anvendt om phospholipasen 
ifolge opfindelsen til en phospholipase eller phospholipasedel, som i det 
vaesentlige er fri for andre ikke-phospholipase-polypeptider, for eksempel 
mindst 20 % ren, fortrinsvis mindst 40 % ren, mere fortrinsvis 60 % ren, endnu 
mere fortrinsvis 80 % ren, mest fortrinsvis 90 % ren og endnu mest fortrinsvis 
95 % ren, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE. 

N3r det isolerede polypeptid er mindst 60 % rent kan udtrykket "et staerkt 
isoleret polypeptid" anvendes. Det "isolerede polypeptid" kan alternativt 
benaevnes "oprenset polypeptid". 

"Homoloqe urenheder" : Som anvendt heri betyder udtrykket "homologe 
urenheder" en hvilken som heist urenhed (for eksempel et andet polypeptid 
end enzymet ifelge opfindelsen), som stammer fra den homologe celle, hvorfra 
enzymet ifolge opfindelsen oprindeligt er opnaet. I den foreiiggende opfmdelse 
kan den homologe celle for eksempel vaere en stamme af Fusarium 
oxysporum, 

"Phospholipase-kodende del" : Som anvendt heri betyder udtrykket 
"phospholipase-kodende del", nar det anvendes i forbindelse med en DNA- 
sekvens, det omrade af DNA-sekvensen, som svarer til det omr&de, der er 
translateret til en polypeptidsekvens. 

I DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 , er det omrSdet mellem den 
forste "ATG"-startkoden ("AUG"-kodon i mRNA) og den folgende stopkodon 
("TAA", "TAG" eller "TGA"). 

Det translaterede polypeptid kan yderligere foruden den modne sekvens, som 
fremviser phospholipase-aktivitet, omfatte et N-terminalt signal og/eller en 
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propeptidsekvens. Signalsekvensen styrer almirideligvis sekretionen af 
polypeptidet, og propeptidet styrer almindeligvis foldningen af polypeptidet. For 
yderligere information se Egnell, P M et al., Molecular Microbiol. 6(9):11 15-19 
(1992) eller Stryer, L, "Biochemistry", W.H. Freeman and Company/New York, 
5 ISBN 0-7167-1920-7. 

"Modifikation(er) af en DNA- oq/eller aminosyresekvens" : Udtrykket 
"modikation(er) n , der anvendes i forbindelse med modifikation(er) af en DNA- 
og/eller aminosyresekvens som beskrevet heri, defineres til at indbefatte 
10 kemisk modificering savel som genmanipulation(er). Modificeringen eller 

modificeringeme kan vaere substitution, deletion og/eller insertion i aminosyren 
eller aminosyrerne af interesse. 

"Phospholipase A" : Udtrykket "phospholipase A", som anvendes heri i 
15 forbindelse med et enzym if0lge opfindelsen, pataenkes at daekke et enzym 

med phospholipase A1- og/eller phospholipase A2-aktivitet. 

Phospholipase A1 defineres if0lge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
3.1.1.32. 

20 Officielt navn: phospholipase A1 (PLA1). 

Katalyseret reaktion: 
phosphatidylcholin + h(2)o <> 
2-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 
Kommentar(er): har en meget bredere specificitet end EC 3.1.1.4. 

25 

Phospholipase A2 defineres *if0lge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
3.1.1.4. 

Officielt navn: phospholipase A2 (PLA2). 

Alternativt navn(e): phosphatidylcholin 2-acylhydrolase, lecithinase a, 
30 phosphatidase eller phosphatidolipase. 

Katalyseret reaktion: 
phosphatidylcholin + h(2)o <> 
1-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 

Kommentar(er): virker ogsa pa phosphatidylethanolamin, cholinplasmalogen 
35 og phosphatides idet den fjerner fedtsyren, der er bundet til 2-positionen. 

"Phospholipase B" : defineres ifolge standard-enzym-EC-klassifikation som EC 
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3.1.1.5. 

Officielt navn: lysophospholipase. 

Alternativt navn(e): lecithinase b, lysoiecithinase, phospholipase b eiier plb. 
Katalyseret reaktion: 

2-lysophosphatidylchoiin + h(2)o <> glycerophosphocholin + en fedtsyre-anion. 

"Phospholipa se-aktivitet" : Udtrykket "phospholipase-aktivitet" eller 
M har/fremviser phospholipase-aktivitet" pataenkes som anvendt heri i 
forbindelse med et enzym ifelge opfindelsen at specificere et enzym, som 
mindst har den maengde phospholipase-aktivitet (hvad enten det er PLA eller 
PLB), der defineres eksperimentelt nedenfor. 

Folgeligt defineres et enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet, heri som et 
enzym, der i "enkeltlags-phospholipase-assayef, der er vist i eksempel 6 heri 
(se nedenfor), har en phospholipase-aktivitet pa mindst 0,25 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 0,75 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmol/min., 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C; og endnu mere fortrinsvis mindst 
1,5 nmol/min., enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C. 

Man mere pa nuvaerende tidspunkt, at kun et enzym med en sadan signifikant 
phospholipase-aktivitet har industriel interesse, for eksempel til anvendelse til 
degummering (US 5 264 367). 

"En lipase med phospholipase-sideaktivitet" : Udtrykket "lipase med 
phospholipase-sideaktivitet" defineres folgeligt som en lipase med en 
phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i "enkeltlags- 
phospholipase-assayet", der er vist i eksempel 6, er mindre end de ovenfor 
naevnte tal. 

En raskke lipaser har en sSdan phospholipase-sideaktivitet. I forsogseksempel 
6 heri (se nedenfor) er vist nogle af lipaserne med phospholipase-sideaktivitet. 

"En rSolie": En raolie (kaldes ogsa en ikke-degummeret olie) kan vaere en 
presset eller ekstraheret olie eller en blanding deraf fra for eksempel rapsfro, 
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sojab0nne eller solsikke. Phosphatid-indholdet i en rSolie kan variere fra 0,5-3 
% (vaegt/vaegt) svarende til et phosphorindhold i intervallet 200-1200 ppm, 
mere fortrinsvis i intervallet 250-1200 ppm. Bortset fra phosphatiderne 
indeholder raolien ogsS sma koncentrationer af carbohydrater, 
5 sukkerforbindelser og metal/phosphatidsyre-komplekser med Ca, Mg og Fe. 

"En semiraolie" : En hvilken som heist olie, som ikke er en raolie, men som har 
et phosphatid-indhold pa over 250 ppm, mere fortrinsvis pa over 500 ppm. En 
sSdan olie kunne for eksempel opnas ved at udsaette en raolie for en proces 
1 0 tilsvarende "vanddegummeret olie"-processen, der er beskrevet nedenfor. 

"En vanddegummeret olie" : En vanddegummeret olie opnas typisk ved at 
blande 1-3 % (vaegt/vaegt) varm vand med varm (60-90 °C) raolie. Saedvanlige 
behandlingstider er 30-60 minutter. Vanddegummeringstrinet fjemer 
15 phosphatiderne og slimagtige gummier, som bliver uopteselige i olien, nar de 

hydreres. De hydrerede phosphatider og gummier kan separeres fra olien ved 
hjaelp af feldning, filtering eller centrifugering - idet centrifugering er den mest 
almindelige metode. 

20 Det essentielle formal med naevnte vanddegummeringsproces er at separere 

de hydrerede phosphatider fra olien. Blandingen af varmt vand i olien, der er 
beskrevet ovenfor, skal heri forstas bredt som blanding af en vandig oplosning 
i olien ifolge kendte standard-vanddegummeringsprocedurer. 

25 Altemativt kan processes som her benaevnes "vanddegummering af olie", 

kaldes "vadraffinering til Ijemelse af mucilago" (se US 5 264 367). 

Detalieret beskrivelse af opfindelsen 

30 En fremqanqsm3de til enzvmatisk deqummerinq af en spiseolie, som omfatter 
en stor maenqde af ikke-hydrerbare phosphatider/phospholipider 

Til den foreliggende opfindelse males maengden af ikke-hydrerbart phosphor i 
en spiseolie ved hjaelp af: 

35 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
opiosning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie = 
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4,8 % vaegt/vaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6 
mM) i 30 minutter, 

ii) overf0rsel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et 
5 reagensglas, 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter, 

10 

v) overforsel af ca. 8 ml af den 0verste (olie) fase til et nyt reagensglas 
og henstand (til bundfaeldning) i 24 timer, og 

vi) efter bundfaeldning udtagning af 2 g fra den everste klare fase til 
1 5 mating af det ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. 

For yderligere detaljer henvises til forsogseksemplerne heri. 

Som illustreret i forsogseksemplerne heri varierer 
20 phospholipidsammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-hydrerbart phospholipid) 

betydeligt i forskellige spiseolier. Folgeligt vil niveauet af resterende 
phospholipid i forskellige vanddegummerede olier varierer over et bredt 
interval (for eksempel fra ca. 30 ppm til 200 ppm). 

25 Til enzymatisk degummering afhaenger den optimale enzymdosis af maengden 

af ikke-hydrerbare phosphatider, som er til stede efter vanddegummering eller 
citronsyre/vand-forbehandling som defineret ovenfor. 

Endvidere gaelder det, at jo hojere maengden af ikke-hydrerbare phosphatider, 
30 som er til stede i olien, er t jo mere effektiv er den enzymatiske 

degummeringsmetode. 

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmSde til fjernelse af 
NHP-indholdet i olie, som omfatter en relativ h0j maengde af NHP. 

35 

Fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 
60 ppm, mere fortrinsvis mindst 100 ppm og endnu mere fortrinsvis mindst 200 
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ppm. 


Mere fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold i 
intervallet 60-500 ppm, mere fortrinsvis i intervallet 100-500 ppm og endnu 
5 mere fortrinsvis i intervallet 200-500 ppm. 

En spiseolie, der ifolge beskrivelsen heri er defineret til at have en relativ stor 
maengde af ikke-hydrerbar phosphor kan vaere en vanddegummeret olie eller 
mere fortrinsvis en raolie eller en semiraolie. 

10 

Folgeligt angar en udforelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifolge 
det forste aspekt af opfindelse, hvor naevnte spiseolie er en raolie, som er 
kendetegnet ved at naevnte r&spiseolie for udforelse af fremgangsmaden 
ifolge opfindelsen er en olie med et phosphorindhold p§ over 250 ppm (part 
15 per million), idet olien ikke er blevet vanddegummeret (vanddegummering 

omfatter blanding af varmt vand i en varm rSolie, efterfulgt af fjemelse af 
phosphatide^ som bliver uoploselige i olien, nar den hydreres) for udforelse af 
fremgangsmaden ifolge opfindelsen. 

20 En sadan raspiseolie har fortrinsvis for udforelse af naevnte fremgangsmade 

ifolge opfindelsen et phosphorindhold pa over 350 ppm, mere fortrinsvis over 
400 ppm, endnu mere fortrinsvis over 500 ppm, og mest fortrinsvis oyer 
600 ppm. 

r 25 Naevnte raspiseolie har endvidere fortrinsvis for udforelse af naevnte 
fremgangsmade ifolge opfindelsen et phosphorindhold i intervallet 250-1500 
ppm, mere fortrinsvis i intervallet 350-1500 ppm, endnu mere fortrinsvis i 
intervallet 500-1500 ppm og mest fortrinsvis i intervallet 500-1500 ppm. 


30 Den enzymatiske degummeringsmetode af en raspiseolie ifolge opfindelsen er 

fordelagtig i forhold til kendte metoder til enrymatisk degummering af 
vanddegummerede spiseolier (US 5 264 367), da en direkte enzymatisk 
degummeringsmetode til behandling af en rSolie ifolge opfindelse vil spare det 
forste trin med vanddegummering af olien. 

35 

Dette sparer bSde tid og penge. En vanddegummeret olie opnas typisk ved at 
blande varmt vand i varm (60-90 °C) raolie i saedvanligvis 30-60 minutter. I 
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modsaetning hertil kan den fulde proces til enzymtisk degummering af r£olier 
ifolge opfindelsen udfores pa mindre end 1 time med faktisk enzymatisk 
behandling i ca. 25 minutter. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer. 

.5 Endvidere kan en spiseolie, der er defineret til at have en relativ stor maengde 

af ikke-hydrerbar phosphor if0lge beskrivelsen heri, vaere en semiraolie. 

Folgeligt angar en udforelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifolge 
det forste aspekt af opfindelsen, hvor naevnte spiseolie er en semira spiseolie, 
10 som er kendetegnet ved at naevnte semira spiseolie for udforelse af 

fremgangsm£den ifolge opfindelsen har et phosphorindhold pa over 500 ppm, 
og hvor naevnte olie er blevet vanddegummeret for udforelse af 
fremgangsmSden ifolge opfindelsen. 

15 Naevnte halvra spiseolie er fortrinsvis en olie, som for udforelse af naevnte 

fremgangsmade har et phosphorindhold pa over 600 ppm, mere fortrinsvis 
over 750 ppm. 

Almindeligvis vil vanddegummering af en spiseolie reducere 
20 phosphorindholdet i olien til et niveau pa under 500 ppm. 

Folgeligt er en semirSolie som beskrevet heri for eksempel maske kun blevet 
delvist vanddegummeret for udforelse af en fremgangsmade til reduktion af 
niveauet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifolge 
25 opfindelsen. 

Udtrykket "delvist vanddegummeret" angiver, at 

vanddegummeringsproceduren af olien kun har vaeret en delvis/kort proces 
sammenlignet med en standard-vanddegummeringsprocedure. 

30 

En "delvis vanddegummerings"-proces kan udfores ved kun at blande 0,5 % 
varmt vand i olien (standard er 1-3 % varmt vand. Se afsnittet "Definitioner 
heri) eller ved at reducere behandlingstiden til 10 minutter (standard er 30-60 
minutter). 

35 

Alternativt kan en semiraolie som defineret heri vaere en blanding af en raolie 
og en semiraolie. 
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En udforelsesform for opfindelsen angSr en fremgangsmade ifclge en hvilken 
som heist del af det f0rste aspekt af opfindelsen, som omfatter folgende trin: 

i) justering af temperaturen i spiseolien til en temperatur mellem 25 °C 
5 og 70 °C, 

ii) forbehandling af spiseolien til ovennaevnte justerede temperatur ved 
hjaelp af tilsaetning af 0,5-6 % (vaegt i forhold til olien) af en vandig ophasning, 
som omfatter mindst 85 % vand, i 5-120 minutter, hvor naevnte forbehandling 

1 0 ikke folges af fjernelse af hydreret mucilago og phosphorindhold i olien, 

iii) justering af pH i vand/olie-emulsionen til en pH mellem 1,5 og 8 (for 
eksempel ved hjaelp af tilsaetning af en passende masngde af en NaOH- 
oplosning), 

15 

iv) kontaktbringning mellem vand/olie-emulsionen og en vandig oplosning 
af en phospholipase (ved en temperatur (± 5 °C), der er justeret ifolge trin i)), 
idet phospholipasen er emulgeret i olien, indtil phoshorindholdet i olien er 
reduceret til mindre end 1 1 ppm, 

20 

v) separering af vandfasen fra den behandlede olie. 

Temperaturen i spiseolien i trin i) umiddelbart ovenfor justeres fortrinsvis til en 
temperatur, som er den optimale temperatur for phospholipase-aktivitet for 
25 enzymet, der anvendes i fremgangsmaden. 

For den kommercielt tilgaengelige phospholipase Lecitase™ (Novo Nordisk 
A/S) er denne ca. 60 °C, og for en phospholipase ifolge opfindelsen, der er 
opnfiet fra tradsvampeslaegten Fusarium, er den ca. 45 °C. Se 
30 forsogseksempler heri for yderligere detaljer angaende dette emne. 

Det forudses, at hovedparten af tradsvampe-phospholipaserne vil have et 
temperaturoptimum omkring 35-50 C C. 

35 Fplgeligt angar en udforelsesform for opfindelsen fremgangsm&den, der er 

beskrevet umiddelbart ovenfor, hvor temperaturen i spiseolien i trin i) justeres 
til en temperatur mellem 35 °C og 50 °C, og phospholipasen, der anvendes i 


NZAS-0007581 


20 

trin iv) er opnSet fra en trSdsvampestamme. 

I trin ii) i fremgangsmSden ovenfor forbehandles spiseolien ved den justerede 
temperatur (trin i)) ved hjaelp af tilsaetning af 0,5-6 % (vaegt i forhold til olien) af 
5 en vandig oplesning, som omfatter mindst 85 % vand i 5-120 minutter, og hvor 

naevnte forbehandling ikke folges af fjemelse af hydreret mucilago og 
phosphorindhold i olien. 

Dette trin er et standard-forbehandlingstrin ved enzymatisk degummering af 
10 spiseolier (US 5 264 367, US 5 558 781). Formalet med trin ii) er at hydrere de 

hydrerbare/hydrofile bestanddele (sasom det hydrerbare phosphorindhold) i 
spiseolien, som, nar de hydreres, bliver uoploselige i olien. 

Dette trin er imidlertid anderledes end, hvad man benasvner 
15 "vanddegummering af en spiseolie" i den foreliggende forbindelse. £n vigtig 

forskel er t at naevnte forbehandlingstrin ikke fjerner de hydrerede phosphatider 
og mucilago fra olien. Fjemelse af naevnte hydrerede indhold fra olien er 
hovedformalet med vanddegummering af spiseolier. 

20 Folgeligt omfatter olien stadig, n5r phospholipasen bringes i kontakt med olien 
i trin iv) ovenfor, naevnte hydrerede phosphatider og mucilago. 

Med andre ord beskriver fremgangsmSden ovenfor, hvis spiseolien er en ikke- 
vanddegummeret spiseolie, en simplificeret degummeringsmetode, som ikke 
25 fjerner de hydrerede phosphatider og mucilago fra olien, far naevnte olie 

bringes i kontakt med phospholipasen. 

Den vandige optesning, som omfatter mindst 85% vand (trin ii ovenfor), 
omfatter fortrinsvis yderligere citronsyre. Der er fortrinsvis mellem 1-15 % 
30 (vaegt/vaegt) citronsyre i naevnte vandige oplosning, mere fortrinsvis er der 
mellem 3-1 1 % (vaegt/vaagt) citronsyre i naevnte vandige optesning. 

Tidsrummet i trin ii) er fortrinsvis 15-50 minutter, og mere fortrinsvis 15-30 
minutter. 

35 

For yderligere detaljer angaende naevnte forbehandling i trin ii) ovenfor 
henvises til fors0gseksemplerne heri. 
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I trin iii) ovenfor justeres pH i vand/olie-emulsionen til pH 1,5-8 (for eksempel 
ved hjaelp aftilsaetning af en passende maengde af en NaOH-optesning). Dette 
geres for at justere pH-vaerdien i olien, for phospholipasen bringes i kontakt 
5 med olien i trin iv). Almindeligvis vil den faktiske optimale pH-vaerdi afhaenge af 

hvilket enzym, der anvendes til at blive bragt i kontakt med olien i trin iv). For 
yderligere detaljer angaende dette emne henvises til forsogseksemplerne heri. 

Almindeligvis foretraskkes det ifolge det forste aspekt af opfindelsen og 
10 udforelsesformer for dette, at kontaktbringningen mellem naevnte olie og en 

vandig oplosning, som omfatter en phospholipase, udfores ved pH 1,5-6, mere 
fortrinsvis ved pH 3-6. 

pH-vaerdien i vandet i olie-emulsionen mSles ved at udtage 2 ml vand fra olie- 
15 emulsionen og blande dem med 2 ml vand. Efler faseseparering skal det 

resulterende overste olielag pipetteres fra, og pH skal males i vandfasen. 
Malinger omregnes til "reelle" pH-vaerdier ved hjaelp af folgende formel: pHreei 
- pHmd(t -0,38. For yderligere detaljer henvises til forsogseksemplerne heri. 

20 I en fremgangsmade til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 

bestanddele i en spiseolie ifolge opfindelsen er maengden af en 
phospholipase, som er emulgeret i olien, i intervallet 0,1-15 mg enzym 
(t0rstof)/kg olie, mere fortrinsvis 0,25-5 mg enzym (t0rstof)/kg olie og endnu 
mere fortrinsvis 0,25-2,5 mg enzym (t0rstof)/kg olie. 

25 

Almindeligvis er det fordelagtigt at optimere bide maengden af anvendt 
phospholipase og den anvendte tid til enzymatisk degummering af en spiseolie 
til opnSelse af et phosphorindhold pa under 11 ppm. Den faktiske optimale 
enzymdosis og tiden vil blandt andet afhaenge af hvilken phospholipase, der 
30 anvendes. For yderligere detaljer vedrarende optimering af enzymdosis og 

tiden for fremgangsmaden henvises til forsogseksempleme heri. 

I en fremgangsmade til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 
bestanddele i en spiseolie ifolge opfindelsen reduceres phosphorindholdet 
35 fortrinsvis til mindre end 11 ppm, efter at naevnte olie er bragt i kontakt med 

0,5-6 mg phospholipase (t0rstof)/kg olie, og hvor phospholipasen er i kontakt 
med naevnte olie i et tidsrum pa 1-6 timer, mere fortrinsvis reduceres 
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phosphorindholdet i olien til mindre end 1 1 ppm, efter at naevnte olie er bragt i 
kontakt med 0,25-2,5 019 phospholipase (torstof)/kg olie, og hvor 
phospholipasen er i kontakt med naevnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2 
timer. 

5 

Se forsagseksemplerne heri for yderligere detaljer vedrerende bestemmelsen 
af optimale temperaturer for individuelle phospholipaser. 

I alle aspekter og udf0relsesformer for en fremgangsmade til reduktion af 
10 maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge 

opfindelsen reduceres phosphorindholdet i olien fortrinsvis ti mindre end 
5 ppm. 

Phosphorindholdet i olien males som ppm (parts per million) i oliefasen i 
15 vandet, der er til stede i olieemulsionen. Analysen af phosphorindhold udf0res 

i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard Methods for the 
Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7. udg. (1987)". For yderligere detaljer 
henvises til forsogseksemplerne heri. . 

20 En udforelsesform for opfindelsen angar en fremgangsmade til reduktion af 

maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge 
opfindelsen, hvor phospholipasen er opniet fra en pattedyreart, isaer hvor 
phospholipasen er opnaet fra pancreas i naevnte pattedyreart, og mest 
fortrinsvis hvor phospholipasen er opnaet fra pancreas fra et svin. 

25 

I en fremgangsmade til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende 
bestanddele i en spiseolie if0lge opfindelsen er phospholipasen fortrinsvis 
opnaet fra en mikroorganisme, fortrinsvis en tradsvamp, en gaer eller en 
bakterie. 

30 

Nar tradsvampen, der er naevnt ovenfor, er en art af slaegten Fusarium, er 
foretrukne stammer fortrinsvis stammer, sSsom en stamme af Fusarium 
culmorum, F. heterosporum, F. solani eller isaer en stamme af F. oxysporum. 

35 Endvidere er foretrukne stammer, nar naevnte tr&dsvamp ovenfor er en art af 

slaegten Aspergillus, stammer, sSsom en stamme af Aspergillus awamori, 
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger eller isaer 
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Aspergillus oryzae. 

Endvidere er spiseolien i en fremgangsmade til reduktion af maengden af 
phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen 
5 fortrinsvis en sojabonneolie, solsikkefreolie eller mere fortrinsvis en 

raspfroolie. 

Karakterisering af phospholipase, der er opnaet fra Fusarium oxvsporum 

10 En phospholipase if0lge opfindelsen, der er opnSet fra Fusarium oxysporum, 

er blevet grundigt karakteriseret 

Folgeligt er et aspekt af opfindelsen fortrinsvis en isoleret phospholipase A, 
som er opnaet fra en stamme af slaegten Fusarium og har phospholipase A- 
15 aktivitet i pH-intervallet 3-1 0 t milt ved 40 °C t mere fortrinsvis her 

phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3-7, malt ved 40 °C t mere fortrinsvis 
har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3,5-6, m^lt ved 40 °C, og endnu 
mere fortrinsvis har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 4,5-5,5, m§lt ved 
40 °C. 

20 

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabonne-lecithin som 
substrat i et NEFA test bases assay eller i en buffer omfattende 2 % lecithin, 2 
% Triton X-100, 20 mM Britton-Robinson (BR). Se forsogseksemplerne heri for 
yderligere detaljer. 

25 

I en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som opnas fra en stamme af slasgten Fusarium, fortrinsvis en, som har en 
molekylemasse p5 29 ± 10 kDa, mere fortrinsvis en molekylemasse pS 29 ± 5 
kDa. endnu mere fortrinsvis en molekylemasse pa 29 ± 3 kDa og mest 
30 fortrinsvis en molekylemasse pa 29 ± 2 kDa. 

Molekylemassen males ved hjaelp af SDS-PAGE-elektroforese som yderligere 
beskrevet i "Materialer og metoder"-afsnittet (se nedenfor). 

35 I en yderligere udforelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som er opnaet fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis en, som har et 
isoelektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt 
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(pi) i intervallet 5-7,5 og endnu mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt (pi) i 
intervallet 5,5-7,5. 

Det isoelektriske punkt (pi) blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE- 
5 plader fra Pharmacia. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer (se 

nedenfor). 

I en yderligere udf0relsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A, 
som er opnSet fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis 6n, som har et 
10 temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, m5lt med 

lecithin som substrat ved pH 5; mere fortrinsvis i intervallet 30-50 °C, malt med 
lecithin som substrat ved pH 5; og endnu mere fortrinsvis i intervallet 40-50 °C, 
malt med lecithin som substrat ved pH 5. 

15 Temperaturoptimummet for phospholipase-aktivitet blev malt i en buffer, som 

omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved 
pH 5. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor). 

I endnu en yderligere udf0relsesform for opfindelsen er en isoleret 
20 phospholipase A, som er opnaet fra en stamme af slaegten Fusarium, 

fortrinsvis en, som har et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH- 
intervallet 6-12 ved 37 °C, mere fortrinsvis i pH-intervallet 7-11,5 ved 37 °C, 
mere fortrinsvis i pH-intervallet 8-1 1 ved 37 °C, og endnu mere fortrinsvis i pH- 
intervallet 8,5-11 ved 37 °C. 

25 

pH-optimummet for phospholipase-aktivitet blev bestemt i en buffer, som 
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved 
37 °C. Se forsogseksempel heri for yderligere detaljer. 

30 En phospholipase if0lge opfindelsen omfatter fortrinsvis mindst to ud af de fern 

(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, mere 
fortrinsvis omfatter en phospholipase ifolge opfindelsen mindst tre af de fern 
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, endnu 
mere fortrinsvis omfatter en phospholipase if0lge opfindelsen mindst fire af de 

35 fern (nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, og 

mest fortrinsvis omfatter en phospholipase if0lge opfindelsen alle fern 
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet. 
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Som beskrevet ovenfor er en phospholipase ifolge opfindelsen blevet klonet, 
udtrykt rekombinant og oprenset, og de N-terminale og C-terminale sekvenser 
af det aktive secemerede enzym er blevet bestemt. 

Folgeligt angSr en yderligere udforelsesform for opfindelsen et isoleret 
polypeptid med phospholipase A-aktivitet, idet polypeptidet er opnaet fra en 
stamme af slaegten Fusarium og har: 

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, mSIt ved 40 °C, 

ii) en molekylemasse pa 29 ± 10 kDa, bestemt ved hjaslp af SDS-PAGE, 

iii) et isoelektrisk punkt (pi) i intervallet 4,5-8, 

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, 
malt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller 

v) et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, malt 
med lecithin som substrat ved 37 °C, 

og yderligere omfatter en aminosyresekvens, der er valgt fra gruppen, som 
omfatter: 

(a) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A og/eller B- 
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i pYES 2.0, som er til 
stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31- 
346 i SEQ ID NO: 2, 

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31- 
303 i SEQ ID NO: 2 ( 

(d) en analog til polypeptidet, der er defineret i (a), (b) eller (c), som er 
mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og 
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(e) et fragment af (a), (b) t (c) eller (d). 

I en udferelsesform for opfindelsen er det isolerede polypeptid med 
phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen phospholipase med phospholipase 
5 A1-aktiv*rtet. 

I en yderligere udforelsesform er det isolerede polypeptid med phospholipase- 
aktivitet if0lge opfindelsen phospholipase med phospholipase A2-aktivitet, og i 
en endnu yderligere udforelsesform er det isolerede polypeptid med 
10 phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen en phospholipase med 

phospholipase B-aktivitet. 

Fortrinsvis er naevnte isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge 
opfindelsen phospholipase med phospholipase A1-aktivitet. 

15 

For specifikke eksempler pa standardteknikker til maling af individuel PLA1-, 
PLA2- og/eller PLB-aktivitet henvises til forsogseksemplerne heri. 

I en yderligere udforelsesform angar opfindelsen et isoleret polypeptid med 
20 phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, hvor phospholipasen er en 
phospholipase, som i det vaesentlige er uafhaengig af Ca 2+ -koncentrationen, 
malt som relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca 2+ i et 
phospholipase-aktiv'rtetsassay, som maler frigorelse af frie fedtsyrer fra lecithin 
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5, 
25 der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C efterfulgt af standsning af reaktionen ved 

95 °C i 5 minutter, hvor den forholdsmaessige andel af phospholipase-aktivitet 
ved 5 mM EDTA/5 mM Ca 2 * er mere end 0,25, mere fortrinsvis mere end 0,5 
og mest fortrinsvis mere end 0,80. 

30 For yderligere detaljer vedrorende maling af afhaengigheden for 

enzymaktiviteten af Ca 2 *-koncentrationen henvises til forsogseksempler heri. 

Nogle lipaser kan have begraenset phospholipase-aktivitet. I den aktuelle 
forbindelse defineres en sadan begraenset phospholipase-aktivitet for naevnte 
35 lipaser som "eh lipase med phospholipase-sideaktivitet" (se afsnittet 

"Definitioner" heri). Den foreliggende opfindelse angar et isoleret polypeptid 
med phospholipase-aktivitet, hvor phospholipase-aktiviteten for nasvnte 
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isolerede polypeptid er sS hoj, at det har industriel relevans. 

Folgeligt angar opfindelsen et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet 
ifolge opfindelsen, hvor phospholipasen er en phospholipase med 
5 phospholipase-aktivitet, som er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg, 

ved 25 °C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg, ved 
25 °C, m§lt i et enkeltlags-phospholipase-assay som folgen 

a. i et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes p£ en grundigt 
oprenset overflade af en bufferoplosning (10 mM Tris, pH 8,0, 25 °C) et 

10 enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en 

chloroformoplosning, 

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for 

15 DDPC pa ca. 63 A 2 /molekyle, 

c. en bufferoplosning (som ovenfor) indeholdende 60 pg enzym injiceres 
gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cylinder med et areal 
pa 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 mm 3 ) i "nul ordens-niveauet", 

20 

d. enzymatisk aktivrtet bestemmes ved hjaelp af hastigheden af en mobil 
spaerring, som komprimerer enkeltlaget for at opretholde konstant 
overfladetryk, efterhSnden som uoploselige substratmolekyler hydrolyseres til 
mere vandopleselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler, 

25 som hydrolyseres pr. minut af enzymet, aestimeres ud fra det gennemsnitlige 

molekyleareal (MMA) af DDPC. 

Se afsnittet "Definitioner" og forsogseksempler heri for yderligere beskrivelser 
af foretrukne maengder af phosphotipase-aktiviteter for et isoleret polypeptid 
30 med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen. 

Endvidere kan den specifikke phospholipase-aktivitet for en phospholipase 
if0lge opfindelsen mSles ved hjaelp af kendte standardassays for 
phospholipase-aktivitet. 

35 

Folgeligt ang£r den foreliggende opfindelse i en yderligere udforelsesform et 
isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, hvor 
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phospholipasen er en phospholipase, som har en phospholipase-aktivitet, der 
er i stand til at frigore mindst 7 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym, mere 
fortrinsvis mindst 15 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym, endnu mere fortrinsvis 
mindst 30 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym og mest fortrinsvis mindst 50 pmol 
5 fri fedtsyre/minut/mg enzym, malt som folger: 

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigorelse af fri fedtsyrer fra 
lecithin i en buffer, der omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, 
pH5, der inkuberes i 10minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af 
10 reaktionen ved 95 °C i 5 minutter. 

For yderligere detaljer vedrarende denne udfarelsesform for opfindelsen 
henvises til forsogseksemplerne heri. 

15 Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen er meget 

egnet til udfarelse af enzymatisk degummering af en spiseolie. 

Folgeligt ang&r opfindelsen: 

20 1. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet if0lge opfindelsen, 

hvor phospholipasen er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en 
spiseolie, ifolge en fremgangsmade ifolge opfindelsen til reduktion af 
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter 
et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og 

25 

2. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, 
hvor phospholipasen er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en 
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm), hvorved 
phosphorindholdet i olien reduceres til mindre end 11 ppm, hvor den 
30 enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem naevnte 

olie ved en pH fra 1 ,5 til 8 og en vandig oplesning af phospholipasen, som 
emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 1 1 
ppm, og efterfolgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie. 

35 Det isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen er 

fortrinsvis i stand til at udfore naevnte enzymatiske degummeringsproces i den 
vanddegummerede spiseolie (som defineret umiddelbart ovenfor) pa mindre 
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end 1 ,5 timer og anvender mindre end 2 mg phospholipase (t0rstof)/kg olie. 

Et isoleret polypeptid, som fremviser phospholipase-aktivitet og har 
egenskabeme, der er vist ovenfor, ifolge opfindelsen opnas fortrinsvis fra en 
5 trSdsvampestamme fra slaegten Fusarium. 

Uden at vaere begraenset af nogen teori forventes det imidlertid pa nuvaerende 
tidspunkt, at en phospholipase if0lge opfindelsen ogsa kan opnas fra en 
anden mikroorganisme, fortrinsvis en anden tradsvampestamme. Eksempler 
1 0 derpa er givet i afsnittet "Mikrobielle kilder" (se nedenfor). 

Klonet DNA-sekvens 

P£ trods af en raekke tekniske yanskeligheder (se afsnittet "Metode til kloning 
15 af en trSdsvampe-phosphoIipase", se nedenfor) har de foreliggende opfindere 

vgeret i stand til at klone en phospholipase, der fremviser PLA-aktivitet, fra en 
stamme af slaegten Fusarium, naermere bestemt Fusarium oxysporum. 

Endvidere mener man pa nuvaerende tidspunkt, at det er muligt at klone bade 
20 en beslaegtet phospholipase A- og/eller phospholipase B-kodende DNA- 

sekvens pa basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den 
foreliggende ansogning. 

Folgeligt vedrorer et aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens t der koder 
25 for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B- 

aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt fra gruppen, der omfatter: 

(a) den phospholipase A-kodende del af polynukleotidet ( der er klonet ind 
i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 1 1299, 

30 

(b) DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1, 
mere fortrinsvis positionerne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere 
fortrinsvis positionerne 113-929 i SEQ ID NO: 1 eller den komplementaere 
streng dertil, 

35 

(c) en DNA-sekvens, som er mindst 70 % homolog med naevnte DNA- 
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b), 
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(d) en DNA-sekvens som defineret i (a) eller (b), som koder for et 
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog 
med polypeptidsekvensen, der er vist i positionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2, 
eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er 
vist i positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2, 

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA- 
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ 
ID NO: 1, ved lav stringens, 

(f) en DNA-sekvens, der koder for et polypeptid med 
aminosyresekvenserne som resteme 1 til 346, 31 til 346 eller 31 til 303 i SEQ 
ID NO: 2, eller aminosyresekvenserne, der kodes for ved hjaelp af en hvilken 
som heist af DNA-sekvenserne ifolge (e), og 

(g) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenserne, der er 
specificeret i (a), (b), (c), (d), (e) eller (f). 

I denne specifikation pitsenkes en henvisning, nSr en s^dan gores til den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i plasmid 
pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299, ogs£ at indbefatte den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgar af SEQ ID NO: 1. 

Folgeligt kan udtrykkene "den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, 
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299" og "den 
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgSr af SEQ ID NO: 1" 
bruges vilkSrligt. 

DNA-sekvensen kan vaere af genomisk, cDNA eller syntetisk oprindelse eller 
en hvilken som heist kombination deraf. 

Den foreliggende opfindelse omfatter ogsS en klonet DNA-sekvens, der koder 
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B- 
aktivitet og har aminosyresekvensen, der er vist som den modne del i SEQ ID 
NO: 2, som adskiller sig fra SEQ ID NO: 1 som folge af degenereringen af den 
genetiske kode. 
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DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, og/eller en analog sekvens ifelge 
opfindelsen kan klones fra en stamme af tradsvampen Fusarium oxysporvm, 
som danner enzymet med phospholipase-aktivitet, eller en anden eller 
5 beslsegtet organisme som yderligere beskrevet nedenfor (se afsnittet 

"Mikrobielie kilder JI ). 

Alternativt kan den analoge sekvens konstrueres pa basis af DNA-sekvensen, 
der er vist som den phospholipase-kodende del af SEQ ID NO: 1, den kan for 

10 eksempel vaere et udsnit deraf og/eller konstrueres ved hjaelp af indforelse af 
nukleotidsubstitutioner, som ikke giver anledning til en anden 
aminosyresekvens for phospholipasen, der kodes af DNA-sekvensen, men 
svarer til kodonanvendelsen for vaertsorganismen, som pataenkes til 
produktion af enzymet, eller ved hjaelp af indforelse af nukleotidsubstitutioner, 

15 som kan give anledning til en anden aminosyresekvens (det vil sige en variant 

til phospholipasen ifelge opfindelsen). 

N5r der udfores nukleotidsubstitutioner, er aminosyre-aendringeme fortrinsvis 
af en mindre betydende type, det vil sig konservative aminosyresubstitutioner, 

20 som ikke i betydelig grad pavirker proteinets foldning eller aktivitet; sm§ 
deletioner, typisk af en til ca. 30 aminosyrer; sm5 amino- eller 
carboxylterminale forlaengelser, sasom en aminoterminal methioninrest; et lille 
linkerpeptid pa op til ca. 20-25 rester; eller en lille forlaengelse, som letter 
oprensningen, sasom et polyhistidin-omrSde; en antigen epitop eller et 

25 bindingsdomaene. 

Eksempler pa konservative substitutioner er inden for gruppen af basiske 
aminosyrer, sSsom arginin, lysin, histidin; sure aminosyrer, s£som 
glutaminsyre og asparaginsyre, polaere aminosyrer, s£som glutamin og 
30 asparagin, hydrofobe aminosyrer, sasom leucin, isoleucin, valin, aromatiske 
aminosyrer, sasom phenylalanin, tryptofan, tyrosin, og sm£ aminosyrer, sasom 
glycin, alanin, serin, threonin, methionin. For en generel beskrivelse af 
nukleotidsubstitution, se for eksempel Ford et al. (1991), Protein Expression 
and Purification 2:95-107. 

35 

Det vil vaere Mart for fagfolk, at sSdanne substitutioner kan foretages uden for 
de omrader, der er kritiske for molekylets funktion, og stadig resultere i et aktivt 
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polypeptid. Aminosyrer, der er essentielle for aktiviteten af polypeptide^ som 
kodes af den klonede DNA-sekvens rfolge opfmdelsen og derfor fortrinsvis 
ikke har vaeret genstand for substitution, kan identificeres i overensstemmelse 
med kendte procedures sasom sekvensstyret mutagenese eller alanin- 
5 scanningsmutagenese (cf. for eksempel Cunningham and Wells (1989), 

Science 244:1081-1085). I sidstnaevnte teknik indfores mutationer i hver rest i 
molekylet, og de resulterende mutante molekyler testes for biologisk (for 
eksempel phospholipase-) aktivitet til identificering af aminosyrerester, der er 
kritiske for molekylets aktivitet. Sites for substrat-enzym-interaktion kan ogsa 
10 bestemmes ved hjaelp af en analyse af krystalstrukturen, der bestemmes ved 
hjaelp af teknikker, sasom nuklear magnetisk resonans-analyses, krystallografi 
eller fotoaffinitetsmaerkning (cf. for eksempel de Vos et al. (1992), Science 
255:306-312; Smith et al. (1992), J. Mol. Biol. 224:899-904: Wlodaver et al. 
(1992), FEBS Lett. 309:59-64). 

15 

Polypeptider if0lge den foreliggende opfindelse indbefatter ogsa fusionerede 
polypeptider eller spaltbare fusionspolypeptider, hvori et andet polypeptid er 
fusioneret i N-terminalen eller C-terminalen af polypeptidet eller et fragment 
deraf. Et fusioneret polypeptid dannes ved hjaelp af fusion af en 

20 nukleinsyresekvens (eller en del deraf), som koder for et andet polypeptid, til 

en nukleinsyresekvens (eller en del deraf) ifolge den foreliggende opfindelse. 
Teknikker til frembringelse af fusionerede polypeptider er kendte og indbefatter 
tigering af de kodende sekvenser, som koder for polypeptiderne, saledes at de 
er i laeseramme, og saledes at ekspression af det fusionerede polypeptid er 

25 under kontrol af den samme promotor(er) og terminator. 

DNA-sekvensen ifelge opfmdelsen kan klones fra stammen Escherichia coli 
DSM 11299 ved anvendelse af standard-kloningsteknikker, for eksempel som 
beskrevet af Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
30 Cold Spring Harbor Lab.; Cold Spring Harbor, NY. 

Da den foreliggende opfindelse har lost problemet med udvikling af et egnet 
screeningsassay til anvendelse i en ekspressionskloningsteknik til kloning af 
en phospholipase rfolge opfindelse, se afsnittet med overskriften "Metode til 
35 kloning af en trSdsvampe-phospholipase", kan DNA-sekvensen ifolge 

opfindelsen nu klones ved hjaelp af en hvilken som heist generel metode, som 
inddrager: 
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- kloning i egnede vektorer af et cDNA-bib!iotek fra en hvilken som 
heist organisme^ der forventes at danne phospholipasen af interesse, 

5 - transformation af egnede gaervaertsceller med naevnte vektorer, 

• dyrkning af vaertscellerne under passende betingeiser til ekspression 
af et hvilket som heist enzym af interesse, der kodes af en klon i cDNA- 
biblioteket, 

10 

- screening for positive kloner ved hjaelp af bestemmelse af eventuel 
phospholipase-aktivitet hos enzymet, der dannes af sSdanne kloner, og 

- isolering af det enzymkodende DNA fra sSdanne kloner. 

15 

Alternativt kan DNA'et, der koder for en phospholipase ifolge opfindelsen, da 
den foreliggende opfindelse for forste gang tilvejebringer en klonet DNA- 
sekvens, som koder for et trSdsvampe-PLA-enzym, i overensstemmelse med 
velkendte procedurer klones traditionelt fra en egnet kilde, sasom en hvilken 

20 som heist af organismerne, der er naevnt i afsnittet "Mikrobielle Wider", ved 

anvendelse af syntetiske oligonukleotidprober, der er fremstillet p£ basis af en 
DNA-sekvens, der er beskrevet heri. For eksempel kan en egnet 
oligonukleotidprobe fremstilles pa basis af den phospholipase-kodende del af 
nukleotidsekvenserne, der er vist i SEQ ID NO: 1, eller et hvilket som heist 

25 egnet udsnit deraf eller pa basis af aminosyresekvensen SEQ ID NO: 2. 

Da endvidere en klonet DNA-sekvens rfolge opfindelsen koder for et 
polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, er en raekke af de 
specifikke udferelsesformer, som vedrerer et isoleret polypeptid med 

30 phospholipase-aktivitet ifolge opfindelsen, ogs£ udf0relsesformer for 

opfindelsen for en klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, som koder for et 
polypeptid med phospholipase-aktivitet. Folgeligt ved rarer referencer og 
foretrukne og mest foretrukne udforelsesformer for naevnte isolerede 
polypeptid med phospholipase-aktivitet ogsS en klonet DNA-sekvens ifolge 

35 opfindelsen. 

Som folge deraf vedrorer en udferelsesform for opfindelsen en klonet DNA- 
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sekvens ifolge opfindelsen, hvor phospholipasen, der kodes af naevnte DNA- 
sekvens, er en phospholipase A1 . 

I en yderligere udf0relsesform er en klonet sekvens ifelge opfindelsen en 
5 klonet DNA-sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA- 

sekvens, er en phospholipase A2, og i en endnu yderligere udforelsesform er 
en klonet sekvens if0lge opfindelsen en klonet DNA-sekvens, hvori 
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en phospholipase B. 

10 Fortrinsvis koder for naevnte klonede DNA-sekvens ifolge opfindelsen et 

polypeptid med phospholipase A1-aktivitet. 

Endvidere angar opfindelsen en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, hvori 
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en phospholipase, 
som i det vaesentlige er uafhaengig af Ca 2+ -koncentrationen, der m£les som: 

15 

- relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca 2+ i et 
phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigorelsen af fri fedtsyrer fra lecithin 
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5, 
der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, eflerfulgt af standsning af reaktionen 
20 ved 95 °C i 5 minutter, hvor relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA/5 

mM Ca 2+ er et forhold, der er sterre end 0,25, mere fortrinsvis et forhold, der er 
sterre end 0,5. 

Endnu yderligere angSr opfindelsen en klonet DNA-sekvens ifolge 
25 opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en 

phospholipase med en phospholipase-aktivitet, der er mindst 0,25 nmol/minut, 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut, 
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C, malt i et enkeltlags-phospholipase-assay som 
folger: 

30 

a. i et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes pa en grundigt 
oprenset overfalde af en bufferopl0sning (10 mM Tris, pH 8,0, 25 °C) et 
enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en 
chloroform-oplosning, 

35 

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for 
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DDPC pa ca. 63 A 2 /molekyle, 

c. en bufferoplosning (som ovenfor), der indeholder 60 pg enzym, 
injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cyliner med 

5 et areal pa 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 mm 3 ) i "nul ordens-niveauet", 

d. enzymatisk aktlvitet bestemmes ved hjaelp af hastigheden af en mobil 
spaerring, som komprimerer enkeltlaget til opretholdelse af konstant 
overfladetryk, efterhanden som uoploselige substratmolekyler hydrolyseres til 

10 mere vandoploselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler, 
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, aestimeres ud fra det gennemsnitlige 
molekyleareal (MMA) for DDPC. 

I en yderligere udforelsesform angar opfindelsen en klonet DNA-sekvens 
15 ifolge opfindelse, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er 

en phospholipase med en phospholipase-aktiv'rtet, som er i stand til at frigore 
mindst 7 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym, mere fortrinsvis mindst 15 pmol fri 
fedtsyre/minut/mg enzym, malt som folger: 

20 phospholipase-aktivitet males i et assay, der m£ler frig0relsen af fri fedtsyrer 

fra lecithin i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM 
citrat, pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 C C, efterfulgt af standsning af 
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter. 

25 I yderligere udf0relsesformer angar opfindelsen: 

en klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af 
naevnte DNA-sekvens, er i stand til at udf0re enzymatisk degummering af en 
spiseolie i overensstemmelse med en fremgangsm&de ifolge opfindelsen til 
30 reduktion af maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, 
som omfatter et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og 

en klonet DNA-sekvens ifolge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af 
naevnte DNA-sekvens, er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en 
35 vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pS 50-250 ppm) og 

derved reducere phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm, hvor den 
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem naevnte 
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olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplosning af phospholipasen, som er 
emulgeret i olien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 1 1 
ppm, og efterfplgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie. 

5 En klonet DNA-sekvens ifclge opfindelsen er fortrinsvis en klonet DNA- 

sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er i stand 
til at udfsre naevnte enzymatiske degummeringsproces i den 
vanddegummerede spiseolie ved anvendelse af mindre end 2 mg 
phospholipase (torstof)/kg olie, og hvorved phospholipasen er i kontakt med 
1 0 naevnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2 timer. 

Fremqanqsm5de til kloninq af en tradsvampe-phospholipase 

Man stodte pa en raekke tekniske vanskelighed, da man fors0gte at isolere en 
15 phospholipase if olge opfindelsen eller klone et polynukleotid, som kodede for 

den. Det syntes umuligt at isolere enzymet, og problemet med kloning af 
polynukleotidet blev forfulgt. 

Som beskrevet heri var der ingen kendt DNA-sekvens, som kodede en 
20 trSdsvampe-phospholipase A, tilgaengelig. Folgeligt udviklede de foreliggende 

opfmdere en kloningsstrategi pa basis af ekspressionskloning-i-gaer-teknikken 
(H. Dalboege et a!., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og 
WO 94/14953). 

25 £t af de storste problemer i forbindelse med denne teknik var, at gaer danner 

en indre aktivitet, som giver anledning til en phospholipase-baggrund i 
udpladningsassays. Denne baggrund viste sig at vaere staerkt afhaengig af 
maengden af substrat i assayskalene, og maengden af substrat skulle derfor 
titreres omhyggeligt til at niveau, hvor baggrunden var lav nok, til at assayet 

30 kunne vaere pSlideligt under ekspressionsklonings-screeningsproceduren, men 

hoj nok til at reaktionen kan finde sted. 

Ydermere omfatter trSdsvampestammer almindeligvis en raekke forskellige 
lipaser, hvoraf nogle endog fremviser begraenset phospholipase-aktivitet. 
35 Sadanne lipaser defineres heri som "en lipase med phospholipase- 

sideaktivitet (se afsnittet "Definitioner" heri). 
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I udpladningsassayet viste baggrunden af sadanne lipaser med 
phospholipase-sideaktivitet sig ogsa at vaere staerkt afhaengig af maengden af 
substrat i assaysk&lene, og maengden af substrat skulle derfor titreres endnu 
mere omhyggeligt for at eliminere baggrundsaktiviteten fra bade gaercelleme 
5 og tradsvampelipaseme med phospholipase-sideaktivitet. 

Ud over dette viste det sig, at der skulle foretages et omhyggeligt valg af 
substrat, da mange ikke tilvejebragte nogen funktionel losning p5 problemet, 
fordi en raekke af de testede phospholipase-substrater gav en 
10 baggrundsaktivitet, som skyldtes, at lipaser uden phospholipase-aktivitet var i 

stand til at reagere p& substraterne. Folgeligt skulle et stort antal substrater 
testes og titreres for at identificere et egnet substrat. 

Den fundne losning til muliggorelse af udforelse af ekspressionskloningen af 
15 et phospholipase-kodende polynukleotid var anvendelse af Lipoid E80 (fra 

Lipoid GmbH) i omhyggeligt malte koncentrationer. I "Materiale og metode"- 
afsnittet heri findes en detaljeret beskrivelse af den komplette 
ekspressionskloning-i-gaer-metode, herunder et udpladningsassay, som loser 
de ovenfor beskrevne problemer. 

20 

Homoloqi/liqhed for DNA-sekvenser 

DNA-sekvenshomologien/ligheden, der henvises til ovenfor, bestemmes som 
graden af lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den ferste 

25 sekvens fra den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjaelp af 

kendte computerprogrammer, sasom GAP, der tilvejebringes i GCG- 
programpakken (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, 
august 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, 
Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, CD., (1970), Journal 

30 of Molecular Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med folgende 

indstilling til DNA-sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskaering pa 5,0 
og GAP-forlaengelses-afskaering pa 0,3, fremviser det kodende omrade af 
DNA-sekvensen en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %, mere fortrinsvis 
mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis mindst 95 %, mere 

35 fortrinsvis mindst 97 % med den phospholipase-kodende del af DNA- 

sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 (det vil sige position 23-1063 i SEQ ID 
NO: 1), eller mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 113- 
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1063 i SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-terminale rest i det modne 
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 
23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 929 svarer til den C-terminale rest i C- 
terminalt processeret secerneret aktivt enzym). 

5 

Hybridisering 

Hybridiseringen, der henvises til ovenfor, pataenkes at omfatte en analog DNA- 
sekvens, som hybridiserer til en dobbeltstrenget DNA-probe, der svarer til den 

10 phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 f det 

vil sige nukleotiderne 23-1063, eller mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget 
DNA-probe, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 113-1063 i 
SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-terminale rest i det modne 
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget DNA-probe, der 

15 svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 

929 svarer til den C-terminale rest i det C-terminalt processerede secernerede 
aktive enzym) under i det mindste lave stringens-betingelser som beskrevet 
detaljeret nedenfor. 

20 Egnede forsogsbetingelser til bestemmelse af hybridisering ved lav, medium 

eller haj stringens mellem en nukleotidprobe og en homolog DNA- eller RNA- 
sekvens inddrager forudgaende udbtedning af filteret, der indeholder DNA- 
fragmenterne eller RNA'et, der skal hybridisere, i 5 x SSC 
(natriumchlorid/natriumcitrat, Sambrook et al., 1989) i 10minutter og 

25 praehybridisering af filteret i en oplosning af 5 x SSC, 5 x Denhardt's oplosning 

(Sambrook et al., 1989), 0,5 % SDS og 100pg/ml denatureret sonikeret 
laksesperma-DNA (Sambrook et al., 1989), efterfulgt af hybridisering i den 
samme oplosning, som indeholder 10ng/ml af en vilkSrlig primet (Feinberg, 
A.P., og Vogelstein, B. (1983), Anal. Biochem. 132:6-13), 32 P-dCTP~maerket 

30 (specifik aktivitet > 1 x 10 9 cpm/pg) probe i 12 timer ved ca. 45 °C. Filteret 

vaskes herefter to gange i 30minutter i 2 x SSC, 0,5 % SDS ved en 
temperatur p3 mindst 55 °C (lav stringens), mere fortrinsvis mindst 60 °C 
(medium stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 65 °C (medium/h0j 
stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 70 °C (h0j stringens), endnu mere 

35 fortrinsvis mindst 75 °C (meget hej stringens). 

Molekyler, hvortil oligonukleotidproben hybridiserer under disse betingelser, 
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pavises ved anvendelse af en X-rantgenfilm. 

Det har vist sig, at det er muligt teoretisk at forudsige om to givne DNA- 
sekvenser vil hybridisere under bestemte specifikke betingelser. 

5 

Folgeligt kan forsogsmetoden som et alternativ til den overfor beskrevne til 
bestemmelse af, om en analog DNA-sekvens vil hybridisere til 
nukleotidproben, baseres pa en teoretisk beregning af den Tm 
(smeltetemperatur), hvorved to heterologe DNA-sekvenser med kendte 
10 sekvenser vil hybridisere under specificerede betingelser (for eksempel med 

hensyn til kation-koncentration og temperatur). 

For at bestemme smeltetemperaturen for heterologe DNA-sekvenser 
(Tm(hetero)) er det nedvendigt indledningsvis at bestemme 
smeltetemperaturen (Tm(homo)) for homologe DNA-sekvenser. 

15 

Smeltetemperaturen (Tm(homo)) for to helt komplementasre DNA-strenge 
(homodupleksdannelse) kan bestemmes ved anvendelse af f0lgende formel: 

Tm(homo) = 81,5°C + 16,6(log M) + 0,41(% GC) - 0,61(%form) - (500/L) 
20 ("Current protocols in Molecular Biology". John Wiley and Sons, 1995), hvor: 

"M" = den molaere kation-koncentration i vaskebuffer, 

"% GC" = % Guanin (G) og Cytosin (C) af det totale antal baser i DNA- 

sekvensen. 

25 "% form" = % formamid i vaskebufferen, og 

"L" = laengden af DNA-sekvensen. 

Ved anvendelse af denne formel og de eksperimentelle vaskebetingelserne, 
der er angivet ovenfor, er Tm(homo) for homodupleksdannelsen for 
30 nukleotidproben, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 , det 

vil sige nukleotiderne 23-1060: 

Tm(homo) = 81,5 + 16,6(log 0,30) + 0,41(56) - 0,61(0) - (500/1038) 
Tm(homo)= 103,5 °C. 
35 M M": 2 x SSC svarer til en kation-koncentration pa 0,3 M, 

"% GC": % GC i SEQ ID NO: 1, position 23-1060 er 56 %. 
"% form": Der er intet formamid i vaskebufferen. 
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"L": Laengden af SEQ ID NO: 1, position 23-1063 er 1038 bp. 

Tm bestemt ved hjaelp af ovennaevnte formel er Tm for en 
homodupleksdannelse (Tm(homo)) mellem to helt komplementaere DNA- 

5 sekvenser. For at tilpasse Tm-vaerdien til en for to heterologe DNA-sekvenser, 

antager man, at en 1 % forskel i nukleotidsekvensen mellem de to heterologe 
sekvenser svarer til et fald p5 1 °C i Tm ("Current protocols in Molecular 
Biology". John Wiley and Sons, 1995). Tm(hetero) for 
heterodupleksdannelsen findes derfor ved at traskke homologi-%-forskellen 

10 mellem den analoge sekvens, det drejer sig om, og nukleotidproben, der er 

beskrevet ovenfor, fra Tm(homo). DNA-homologiprocenten, som skal traekkes 
fra, beregnes som beskrevet heri (se nedenfor). 

Homolqgi med aminosvresekvenser 

15 

Polypeptidhomologien, der henvises til ovenfor, bestemmes som graden af 
lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den forste sekvens for 
den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjaelp af kendte 
computerprogrammer, sSsom GAP, der tilvejebringes i GCG-programpakken 

20 (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, august 1994 t 

Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 
53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, CD., (1970), Journal of Molecular 
Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med felgende indstilling til DNA- 
sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskaering pa 3,0 og GAP- 

25 forlaengelses-afskaering p£ 0,1, fremviser den modne del af et polypeptid, der 

kodes af en analog DNA-sekvens, en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %, 
mere fortrinsvis mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis 
mindst 95 %, isaer mindst 97 % med den modne del af aminosyresekvensen, 
der er vist i SEQ ID NO: 2, det vil sige position 31-346 i SEQ ID NO: 2, eller 

30 mere fortrinsvis med aminosyresekvensen, der er vist i position 31-303 i SEQ 
ID NO: 2 (position 303 er den C-terminale rest i C-terminalt processeret 
secerneret aktivt enzym). 

Den foreliggende opfindelse er ogs3 rettet mod phospholipase-varianter med 
35 en aminosyresekvens, der adskiller sig i ikke mere end tre aminosyrer, 
fortrinsvis i ikke mere end to aminosyrer og mere fortrinsvis i ikke mere end en 
aminosyre fra den modne del af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
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NO: 2. 

Endvidere angSr de ovennaevnte foretrukne aminosyreligheder ogsa en analog 
til en klonet DNA-sekvens if0lge opfindelsen, idet denne sekvens koder for et 
5 polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet, og som er mindst 70 % 

homolog med polypeptidsekvensen, der er vist i position 31-346 i SEQ ID 
NO: 2, eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, 
der omfatter positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2. 

10 Immunoloqisk krydsreaktivitet 

Antistoffer, der skal anvendes til bestemmelse af immunologisk 
krydsreaktivitet, kan fremstilles ved anvendelse af en oprenset phospholipase. 
Mere specifikt kan der dannes antiserum mod phospholipasen ifolge 

15 opfindelsen ved hjaelp af immunisering af kaniner (eller andre gnavere) i 
overensstemmelse med procedures der er beskrevet af Axelsen et al. i A 
Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific 
Publications, 1973, Chapter. 23, eller A. Johnstone og R. Thorpe, 
Immunochemistry in Practice, Bladkwell Scientific Publications, 1982 

20 (naermere bestemt side 27-31). Oprensede immunoglobuliner kan opnSs fra 
antiserumet, for eksempel ved hjaelp af saltfaeldning ((NH^SO^, efterfulgt af 
dialyse og ionbytningskromatografi, for eksempel pa DEAE-Sephadex. 
Immunokemisk karakterisering af proteiner kan udfores enten ved hjaelp af 
Outcherlony-dobbeltdiffusionsanalyse (O. Ouchterlony i: Handbook of 

25 Experimental Immunology (DM Weir, Ed.), Blackwell Scientific Publications, 

1967, pp. 655-706), ved hjaelp af kryds-immunelektroforese (N, Axelsen et al., 
supra, kapitel 3 og 4) eller ved hjaelp af raket-immunelektroforese (N. Axelsen 
etal., kapitel 2). 

30 Mikrobielle kilder 

P£ prioriteringsdatoen for den foreliggende opfindelse er taksonomien, der 
anvendes nedenfor, i overensstemmelse med World Wide Web (WWW)- 
NCBI-taksonomi-browseren. 

35 

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet og den tilsvarende klonede 
DNA-sekvens ifclge opfindelsen kan opnas fra en hvilken som heist 
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mikroorganisme, fortrinsvis en tradsvamp, en gaercelle eller en bakterie. 

Fortrinsvis kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens 
ifolge opfindelsen opnas fra en tradsvampestamme, hvor en foretrukken 
raekke er Ascomycota, hvor en foretrukken klasse er Pyrenomycetes, som 
omfatter den foretrukne familie Nectriaceae. 

Mere fortrinsvis kan phospholipasen og den tilsvarende klonede DNA-sekvens 
ifolge opfindelsen opnas fra en stamme af slaegten Fusarium, sSsom en 
stamme af F, culmorum, F. heterosporvm eller F. solani, isaer en stamme af 
Fusarium oxysporum, 

Endvidere kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens 
ifolge opfindelsen opnas fra en tradsvampestamme fra slaegten Aspergillus, 
sSsom en stamme af Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus 
japonicus, Aspergillus r?/ger eller isaer Aspergillus oryzae. 

Et isolat fra en stamme af Fusarium oxysporum, hvorfra en phospholipase 
ifolge opfindelsen kan opnas, er blevet deponeret i overensstemmelse med 
the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of 
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved the Deutche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 
1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM). 

Deponeringsdato: 6. juni 1 983 
Deponents ref.: NN041759 
DSM-nr.: Fusarium oxysporvm DSM-nr. 2672 

Endvidere er ekspressionsplasmidet pYES 2.0, som omfatter den udforkortede 
cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifolge opfindelsen, blevet 
transformeret ind i en stamme af Escherichia co//, som blev deponeret i 
overensstemmelse med the Budapest Treaty on the International Recognition 
of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved 
the Deutche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM). 

Deponeringsdato: 25. november 1 996 
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Deponents ref.: NN049279 

DSM-nr.: Escherichia coli DSM-nr. 1 1 299 

Ekspressionsvektorer 

Ekspressionsvektoren ifolge opfindelsen kan vaere en hvilken som heist 
ekspressionsvektor, som pa bekvem vis kan udsaettes for rekombinant-DNA- 
procedurer, og valget af vektor vil ofte afhaenge af vasrtscellen, hvori vektoren 
skal indfores. Vektoren kan saledes vaere en autonomt replikerende vektor, 
det vil sige en vektor, der findes som en ekstrakromosomal enhed, hvis 
replikation er uafhaengig af kromosomal replikation, for eksempel et plasmid. 
Alternativt kan vektoren vaere en, der, n5r den indfores i en vsertceile, 
integreres i vaertscellegenomet og replikeres sammen med kromosomet eller 
kromosomerne, hvori den er integreret. 

I ekspressionsvektoren skal DNA-sekvensen, der koder for phospholipasen, 
vaere operationelt koblet til en egnet promotor- eller terminatorsekvens. 
Promotoren kan vaere en hvilken som heist DNA-sekvens, der fremviser 
transkriptionel aktivitet i den valgte vaertscelle, og kan stamme fra gener, der 
koder for proteiner, som enten er homologe eller heterologe for vaertscellen. 
Procedurerne, som anvendes til ligering af DNA-sekvenserne, der koder for 
phospholipasen, promotoren og terminatoren, og til insertion af disse i egnede 
vektorer er velkendte (cf. for eksempel Sambrook et al. (1989), Molecular 
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY). 

Eksempler pa egnede promotorer til anvendelse i tradsvampevaertsceller er for 
eksempel ADH3-promotoren (McKnight et al., The EMBO J. 4:2093-2099 
(1985)) eller tpiA-promotoren. Eksempler pa andre anvendelige promotorer er 
de, der stammer fra genet, der koder for Aspergillus oryzae-TAKA-amylase, 
Rhizomucor m/erteZ-asparagin-proteinase, Aspergillus n/ger-neutral a-amylase, 
Aspergillus n/ger-syrestabil a-amylase, Aspergillus niger- eller Aspergillus 
avva/nori-glucoamylase (gluA), Rhizomucor m/e/ie/-lipase, Aspergillus oryzae- 
alkalisk protease, Aspergillus o/yzae-triosephosphat-isomerase eller 
Aspergillus n/du/ans-acetamidase. 


NZAS- 


44 

Vaertsceller 

Den foreliggende opfindelse angar ogsa rekombinante vaertsceller, som 
omfatter en nukleinsyresekvens Mge opfindelsen, hvor cellerne med fordel 
5 kan anvendes i den rekombinante produktion af polypeptideme. Udtrykket 

"vaertscelle" omfatter et hvilket som heist afkom af en parentalcelle, som ikke 
er identisk med parentalcellen p5 grund af mutatbner, der forekommer under 
replikation. 

10 Cellen transformers fortrinsvis med en vektor, som omfatter en 

nukleinsyresekvens ifelge opfindelsen, efterfulgt af integrering af vektoren i 
vaertskromosomet. 

"Transformation" betyder indforelse af en vektor, som omfatter en 
15 nukleinsyresekvens if0lge den foreliggende opfindelse i en vaertscelle, saledes 

at vektoren opretholdes som en kromosomalt integreret sekvens eller som en 
selvreplikerende ekstrakromosomal vektor. Integrering anses almindeligvis for 
at vaere en fordel, da det er mere sandsynligt, at nukleinsyresekvensen 
opretholdes stabilt i cellen. Integrering af vektoren i vaertskromosomet kan 
20 forekomme ved hjaelp af homolog eller ikke-homolog rekombination som 
beskrevet ovenfor. 

I en foretrukken udforelsesform er vaertscellen en svampecelle. "Svampe" 
indbefatter som anvendt heri raekken Ascomycota, Basidiomycota, 

25 Chytridiomycota og Zygomycota (som defineret af Hawksworth et al., I: 

Ainsworth og Bisby's Dictionary of The Fungi, 8. udgave, 1995, CAB 
International, University Press, Cambridge, UK) sSvel som Oomycota (som 
anfort i Hawksworth et al., 1995, supra, page 171) og alle mitosporiske 
svampe (Hawksworth et al., 1995, supra). Repraesentative grupper af 

30 Ascomycota indbefatter for eksempel Neurospora, Eupenicillium (= 

Penicillium), Emericella (= Aspergillus), Eurotium (= Aspergillus) og de 
egentlige gaer, der er anfort ovenfor. Eksempler pS Basidiomycota indbefatter 
paddehatte, rust og brand, Repraesentative grupper af Chytridiomycota 
indbefatter for eksempel Allomyces, Blastocladiella, Coelomomyces og 

35 akvatiske svampe. Repraesentative grupper af Oomycota indbefatter for 
eksempel saprolegniomycetose akvatiske svampe (vandskimmelsvampe), 
sasom Achlya. Eksempler pa mitosporiske svampe indbefatter Aspergillus, 
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Penicillium, Candida og Altemaria. Representative grupper af Zygomycota 
indbefatter for eksempel Rhizopus og Mucor. 

I en foretrukken udf0relsesform er svampevaertscelle en tradsvampecelle. 
"TrSdsvampe" indbefatter alle tradagtige former af undergruppen Eumycota og 
Oomycota (som defineret af Hawksworth et al., 1995, supra). Tradsvampene 
er kendetegnet ved et vegetativt mycelium, der bestar af chitin, cellulose, 
glucan, chitosan, mannan og andre komplekse polysaccharides Vegetativ 
vaekst sker ved hyfal forlaengelse, og carbonkatabolismen er obligat aerob. I 
modsaetning hertil sker vegetativ vaekst hos gaer, sasom Saccharomyces 
cerevisiae, ved hjaelp af knopskydning fra en unicellulaer thallus, og 
carbonkatabolismen kan vaere fermentativ. I en mere foretrukken 
udforelsesform er tradsvampevaertscellen en celle fra en art af men ikke 
begraenset til Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor, 
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thietavia, Tolypocladium og 
Trichoderma eller en teleomorf eller et synonym dertil. I en endnu mere 
foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Aspergillus-ceWe. I en 
anden endnu mere foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en 
/\cremon/um-celle. I en anden endnu mere foretrukken udforelsesform er 
tradsvampevaertscellen en FusanuAn-celle. I en anden endnu mere foretrukken 
udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Humicola-cette. I en anden 
endnu mere foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Mucor- 
celle. I en anden endnu mere foretrukken udforelsesform er 
tradsvampevaertscellen en Myceliophthora-ceWe. I en anden endnu mere 
foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Neurospora-ceWe. I 
en anden endnu mere foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen 
en Penicfflium-ceWe. I en anden endnu mere foretrukken udf0relsesform er 
tradsvampevaertscellen en T/we/awa-celle. I en anden endnu mere foretrukken 
udferelsesform er tradsvampevaertscellen en Tolypocladium-cette. I en anden 
endnu mere foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en 
Tricftoderma-celle. I en mest foretrukken udforelsesform er 
tradsvampevaertscellen en Aspergillus awamori-, Aspergillus foetidus-, 
Aspergillus japonicus-, Aspergillus niger- eller Aspergillus o/yzae-celle. I en 
anden mest foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en 
Fusarium-ceWe fra gruppen Discolor (ogs5 kendt som gruppen Fusarium). I en 
anden foretrukken udferelsesform er tradsvampeparentalcellen en Fusarium- 
stamme fra udsnittet Elegans, for eksempel Fusarium oxysporum. I en anden 
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mest foretrukken udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Humicola 
insolens- eller Thermomyces lanuginosa-ce\\e. I en anden mest foretrukken 
udforelsesform er tradsvampevaertscellen en Rhizomucor miehei-ce\\e. I en 
anden mest foretrukken udf0relsesform er tradsvampevaertscellen en 
Myceliophthora thermophilum-ce\\e. I en anden mest foretrukken 
udferelsesform er tradsvampevaertscellen en Neurospora crassa-celle. I en 
anden mest foretrukken udforelsesform er trSdsvampevaertscellen en 
Penicillium purpurogenum-ce\\e. I en anden mest foretrukken udf0relsesform 
er tradsvampevaertscellen en Thielavia terrestris-ce\\e. I en anden mest 
foretrukken udf0relsesform er Tric/iocferma-cellen en Trichoderma harzianum-, 
Trichoderma koningii-, Trichoderma longibrachiatum- t Trichoderma reeseh 
eller Trichoderma wnde-celle. 

Svampeceller kan transformers ved hjaelp af en proces, der inddrager 
protoplast-dannelse, transformation af protoplasterne og regenerering af 
cellevaeggen p£ en m£de, der er kendt per se. Egnede procedurer til 
transformation af >Aspery///us-vaertsceller er beskrevet i EP 238 023 og Yelton 
et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81:1470- 
1474. En egnet fremgangsmade til transformation af Fusarium-aiter er 
beskrevet af Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156 eller i sidel0bende US 
serienr. 08/269 449. Gaer kan transformers ved anvendelse af procedurerne, 
der er beskrevet af Becker og Guarente, I: Abelson, J.N., og Simon, M.I., 
editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in 
Enzymology 194:182-187, Academic Press, Inc., New York; Ito et al., 1983, 
Journal of Bacteriology 153:163; og Hinnen et al., 1978, Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 75:1920. Mammaliaceller kan 
transformers ved hjaelp af direkte optagelse ved anvendelse af 
calciumphosphat-faeldningsmetoden if0lge Graham og Van der Eb (1978, 
Virology 52:546). 

Fremgangsmade til frembrinqelse af phospholipase 

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til frembringelse 
af et isoleret enzym if0lge opfindelsen, hvorved en egnet vaertscelle, som er 
blevet transformeret med en DNA-sekvens, der koder for enzymet, dyrkes 
under betingelser, der Sbner mulighed for dannelsen af enzymet, og det 
resulterende enzym indvindes fra kulturen. 
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Nar en ekspressionsvektor, der omfatter en DNA-sekvens, som koder for 
enzymet, transformeres ind i en heterolog vaertscelle, er det muiigt at abne 
mulighed for heterolog rekombinant produktion af enzymet ifolge opfindelsen. 

5 Derved er det muiigt at opna en staerkt oprenset phospholipase- 

sammensaetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for homologe urenheder. 

I den foreliggende opfindelse kan den homologe vaertscelle vaere en stamme 
af Fusarium oxyspotvm. 

10 

Mediet, som anvendes til at dyrke de transformerede vaertsceller, kan vaere et 
hvilket som heist traditionelt medium, som er egnet til dyrkning af de 
pagaeldende vaertsceller. Den udtrykte phospholipase kan passende 
secemeres ud i dyrkningsmediet og indvindes derfra ved hjaelp af velkendte 
15 procedures herunder separering af cellerne fra mediet ved hjaelp af 

centrifugering eller filtrering, faeldning af proteinagtige bestanddele i mediet 
ved hjaelp af et salt, sasom ammoniumsulphat, efterfulgt af kromatografiske 
procedurer, Scisom ionbytningskromatografi, affinitetskromatografi eller 
lignende. 

20 

Anvendelse af phospholipase 

Foruden anvendelsen af en phospholipase i en ny fremgangsm&de if0lge 
opfindelse til enzymatisk degummering af en spiseolie, som omfatter en stor 
25 maengde af ikke-hydrerbart phosphor, er en raekke andre anvendelser af 

phospholipaser kendte. 

Scidanne kendte anvendelser af phospholipaser er beskrevet nedenfor. 

30 Phospholipasen ifolge opfindelsen kan anvendes i en hvilken som heist 

anvendelse, hvor det onskes at hydrolysere fedtsyregruppen eller grupperne i 
et phospholipid eller lysophospholipid, sasom lecithin eller lysolecithin. 
Phospholipasen anvendes fortrinsvis ved pH 3-10 og ved 30-70 °C (isaer 40- 
60 °C). Hvis det onskes, kan phospholipasen inaktiveres efter reaktionen ved 

35 at udsaette den for varmebehandling, for eksempel ved pH 7, 80 °C i 1 time 

eller 90 °C i 10minutter. 
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Som eksempel kan phospholipasen ifolge opfindelsen anvendes i 
fremstillingen af dej, bred og kager, for eksempel til at forbedre brodets eller 
kagens elasticitet. Phospholipasen kan sSledes anvendes i en proces til 
frembringelse af br0d, som omfatter tilsaetning af phospholipasen til 
5 bestanddelene i en dej, aeltning af dejen og bagning af dejen til frembringelse 

af bred. Dette kan udfores analogt med US 4 567 046 (Kyowa Hakko), JP-A 
60-78529 (QP Corp.), JP-A 62-111629 (QP Corp.), JP-A 63-258528 (QP 
Corp.) eller EP 426211 (Unilever). 

10 Phospholipasen ifolge opfindelsen kan ogsa anvendes til at forbedre 

filtrerbarheden af en vandig oplosning eller opslemning af carbohydrat- 
oprindelse ved hjaelp af behandling af den med phospholipasen. Dette er 
saerligt anvendeligt til en optasning eller opslemning, som indeholder et 
stivelseshydrolysat, isaer et hvedestivelseshydrolysat, da denne har en 

15 tendens til at vaere vanskelig at filtrere og at give uklare filtrater. Behandlingen 

kan udferes analogt med EP 219 269 (CPC International). 

Endvidere kan en phospholipase Mge opfindelsen anvendes til partiel 
hydrolyse af phospholipider, fortrinsvis lecithin, til opnSelse af forbedrede 
20 phospholipid-emulgeringsmidler. Denne anvendelse beskrives yderligere i 

produktark til Lecitase™ (Novo Nordisk A/S), som angar brugen deraf, og i 
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (Udgiver: VCH Weinheim 
(1996)). 

25 Endvidere kan en phospholipase ifolge opfindelsen anvendes i en proces til 

produktion af et dyrefoder, som omfatter blanding af phospholipasen med 
foderstoffer og mindst et phospholipid; Dette kan gores analogt med EP 743 
017. 

30 Deqummerinq af plante-Zspiseolier i overensstemmelse med kendte 

procedurer 

I overensstemmelse med kendte procedurer kan phospholipasen ifelge 
opfindelsen anvendes i en proces til reduktion af indholdet af phospholipid i en 
35 spiseolie, som omfatter behandling af olien med phospholipasen til 

hydrolysering af hovedparten af phospholipiden og separering af en vandig 
fase, som indeholder det hydrolyserede phospholipid fra olien. Denne proces 

* 
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er anvendelig til oprensning af en hvilken som heist spiseolie, der indeholder 
phospholipid, for eksempel planteolie, sasom sojabonneolie, rapsfroolie og 
solsikkeolie. 

5 Far den enzymatiske behandling forbehandles planteolien fortrinsvis til 

fjerrielse af slim (mucilago), for eksempel ved hjaelp af vadraffinering. Olien vil 
typisk indeholde 50-250 ppm phosphor som phospholipid ved starten af 
behandlingen med phospholipase, og processen ifolge opfindelsen kan 
reducere denne vaerdi til under 1 1 ppm, mere fortrinsvis under 5 ppm. 

10 

Den enzymatiske behandling udferes ved hjaelp af dispersion af en vandig 
oplesning af en phospholipase, fortrinsvis som sma draber med en 
gennemsnitlig diameter pa under 10 pm. Maengden af vand er fortrinsvis 0,5-5 
vaegt-% i forhold til olien. Et emulgeringsmiddel kan eventuelt tilsaettes. 
15 Mekanisk bevaegelse kan anvendes til opretholdelse af emulsionen. 

Den enzymatiske behandling kan udfores ved et hvilket som heist pH i 
intervallet 1,5-8. pH kan justeres ved hjaelp af tilsaetning af citronsyre, en 
citratbuffer eller HCI. 

20 

En passende temperatur er almindeligvis 30-70 °C (isaer 40-60 °C). 
Reaktionstiden vil typisk vaere 0,5-12 timer (for eksempel 2-6 timer), og en 
passende enzymdosis vil saedvanligvis vaere 100-5000 IU pr. liter olie, isaer 
200-2000 IU/I. 

25 

Den enzymatiske behandling kan udfores batchvis, for eksempel i en tank 
med omr0ring, eller kan vaere fortlobende, for eksempel i en serie af omrorte 
reaktortanke. 

30 Den enzymatiske behandling folges af separering af en vandfase og en 

oliefase. Denne separering kan udfores ved hjaelp af traditionelle midler, for 
eksempel centrifugering. 

I andre henseender kan processen udfores i overensstemmelse med kendte 
35 principper, for eksempel analogt med US 5 264 367 (Metallgesellschaft, 
Rohm); K. Dahlke & H. Buchold, INFORM 6(12):1284-91 (1995); H. Buchold, 
Fat Sci. Technol. 95(8):300-304 (1993); JP-A 2-153997 (Showa Sangyo); eller 
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EP 654 527 (Metaigesellschatt, Rohm). 

Anvendelse af en phospholipase tfolqe opfindelsen til baoninq 

Phospholipasen ifolge opfindelsen kan anvendes i brad-forbedrende additiver, 
for eksempel dejsammensaetninger, dejadditiver, dejkonditioneringsmidler, 
faerdigblandinger og tilsvarende praeparater, som traditionelt tilsaettes til melet 
og/eller dejen i l0bet af processer til frembringelse af brad eller andre bagte 
produkter til titvejebringelse af forbedrede egenskaber for brod eller andre 
bagte produkter. 

En udforelsesform for opfindelsen ang&r derfor en brodforbedrende og/el!er en 
dejforbedrende sammensaetning- og endvidere anvendelsen af en 
phospholipase ifolge opfindelsen i sSdanne sammensaetninger og en dej eller 
et bagt produkt, som omfatter en bnadforbedrende og/eller en dejforbedrende 
sammensaetning ifolge opfindelsen. 

I det foreliggende sammenhaeng pataenkes udtrykkene "brodforbedrende 
sammensaetning" og "dejforbedrende sammensaetning" at angive 
sammensaetnihger, som foruden enzymbestanddelen kan omfatter andre 
staffer, som traditonelt anvendes til bagning til forbedring af dejens og/eller de 
bagte produkters egenskaber. Eksempler pa sSdanne bestanddele er anfert 
nedenfor. 

I det foreliggende sammenhaeng pataenkes udtrykket "forbedrede egenskaber 
at angive en hvilken som heist egenskab, der kan forbedres ved hjaelp af 
virkningen af et phospholipase-enzym ifelge opfindelsen. Isaer resulterer 
anvendelsen af phospholipase i et foroget volumen og en forbedret 
krummestruktur og anti- M friskhedstab"s-egenskaber hos det bagte produkt, 
savel som en foreget styrke, stabilitet og reduceret klaebetilbojelighed og 
derved forbedret maskinbearbejdelighed hos dejen. Effekten pa dejen har vist 
sig at vaere saerlig god, nSr der anvendes en mel af ringe kvalitet Den 
forbedrede maskinbearbejdelighed har saerlig betydning i forbindelse med dej, 
der skal bearbejdes industrielt. 

De forbedrede egenskaber vurderes ved hjaelp af sammenligning med dej 
og/eller bagte produkter, der er fremstillet uden tilsaetning af phospholipase 
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ifolge den foreliggende opfindelse. 

Den brod- og/eller dejforbedrende sammensaetning ifolge opfindelsen kan 
yderligere omfatte et andet enzym. Eksempler p5 andre enzymer en celluiase, 
5 en hemicellulase, en pentosanase (der er anvendelig til partiel hydrolyse at 

pentosaner, som oger dejens udvidelsesevne), en glucoseoxidase (der er 
anvendelig til at gore dejen staerkere), en lipase (der er anvendelig til 
modificering af lipider, der er til stede i dejen eller dejbestanddele til blodgoring 
af dejen), en peroxidase (der er anvendelig til forbedring af dejkonsistensen), 
10 en protease (der er anvendelse til glutensvaekkelse, isaer ved anvendelse af 

hard hvedemel), en peptidase og/eller en amylase, for eksempel a-amylase 
(der er anvendelig til tilvejebringelse af sukre, der kan fermenteres ved hjaelp 
af gasr). 

15 Endvidere eller som et alternativ til andre enzymbestanddele kan den 

dejforbedrende og/eller bredforbedrende sammensaetning omfatte et 
traditionelt anvendt bagemiddel, for eksempel en eller flere af folgende 
bestanddele: 

20 Et maelkepulver (som tilvejebringer skorpefarve), gluten (til at forbedre svage 

meles gastilbageholdelsesstyrke), et emulgeringsmiddel (til at forbedre dejens 
udvidelsesevne og i nogen grad konsistensen af det resulterende brod), 
granuleret fedt (til blodgoring af dejen og for brodets konsistens), en oxidant 
(som tilsaettes for at forstaerke glutenstrukturen, for eksempel ascorbinsyre, 

25 kaliumbromat, kaliumiodat eller ammoniumpersulfat), en aminosyre (for 
eksempel cystein), en sukker og salt (for eksempel natriumchlorid, 
calciumacetat, natriumsulfat eller calciumsulfat, hvis funktion er at g0re dejen 
fastere), mel eller stivelse. 

30 Eksempler pa egnede emulgeringsmidler er mono- eller diglycerider, 

diacetylvinsyre-estere af mono- eller diglycerider, sukker-estere af fedtsyrer, 
polyglycerol-estere af fedtsyrer, maelkesyre-estere af monoglycerider, 
eddikesyre-estere af monoglycerider, polyoxyethylenstearater, phospholipider 
og lecithin. 

35 

I det foreliggende sammenhaeng p&taenkes udtrykket "bagt produkt" at 
indbefatte et hvilket som heist produkt, der er fremstillet af dej, som enten har 
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en blod eller en sprod karakter. Eksempler pa bagte produkter, hvad enten de 
er at hvid, lys elier mork type, som med fordel kan fremstilles ved anvendelse 
af den foreliggende opfindelse, er bnad (isaer hvidt bred, fuidkorns- eller 
rugbrod), typisk i form af hele brod eller kuvertbrod, fransk baguette-type brod, 
5 pitabrod, tacos, kager, pandekager, kiks, knaekbrcd og lignende. 

Dejen ifolge opfindelsen kan vaere af en hvilken som heist af typerne, der er 
beskrevet ovenfor, og kan vaere frisk eller frosset. 

10 Fra ovennaevnte beskrivelse vil det fremga, at dejen ifolge opfindelsen normalt 

er en surdej eller en dej, der skal syrnes. Dejen kan symes pa forskellige 
mader, sSsom ved hjaelp af tilsaetning af natriumbicarbonat eller lignende eller 
ved hjaelp af tilsaetning af en surdej (gaerende dej), men det foretraekkes at 
syrne dejen ved hjaelp af tilsaetning af en egnet gaerkultur, sasom en kultur af 

15 Saccharomyces cer&visiae (bagegaer). En hvilken som heist af de kommercielt 

tilgaengelige S. cerews/ae-stammer kan anvendes. 

I en sidste udforelsesform angSr opfindelsen anvendelsen af en 
phospholipase ifolge opfindelsen til fremstilling af pastadej, som fortrinsvis 

20 fremstilles af durummet eller en mel af sammenlignelig kvalitet. Dejen kan 
fremstilles ved anvendelse af traditionelle teknikker og phospholipasen 
anvendes i en tilsvarende dosis, som den der er beskrevet ovenfor. 
Phospholipasen er fortrinsvis af mikrobiel oprindelse, for eksempel som 
beskrevet heri. Det p&aenkes, at phospholipasen, nar den anvendes til 

25 fremstilling af pasta, resulterer \en forstaerkning af glutenstrukturen og sSledes 

en reduktion i dejens klaebetilbojelighed og en forbedret dejstyrke. 

Anvendelse af lipaseaktivitet hos et enzvm ifolae opfindelsen 

30 Som vist i forsegseksemplerne heri kan en phospholipase ifolge opfindelsen 

yderligere fremvise lipaseaktivitet. 

Folgeligt angar opfindelsen yderligere anvendelsen af denne lipaseaktivitet i 
standardanvendelser af en lipase, isaer til anvendelse i rengerings- og 
35 detergentsammensaetninger. SSdanne rengorings- og 

detergentsammensaetninger er velbeskrevne, og der henvises til WO 
96/34946, WO 97/07202 og WO 95/30011 for yderligere beskrivelser af 
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egnede rengerings- og detergentsammensaetninger. 

Opfindelsen beskrives mere detaljeret i felgende eksempler, som ikke p§ 
nogen made har til hensigt at begraense raekkevidden af den paberabte 
opfmdelse. 

Materialer oq metoder 
Deponerede organismer 

Fusarium oxysporum DSM 2672 omf after phospholipasen, der koder for DNA- 
sekvensen ifolge opfindelsen. 

Escherichia coli DSM 11299, som indeholder plasmidet, der omfatter den 
uforkortede cDNA-sekvens t der koder for phospholipasen ifolge opfindelsen, i 
den bifunktionelle vektor pYES 2.0. 

Andre stammer 

Gserstamme: Den anvendte Saccharomyces cenev/s/ae-stamme var W3124 
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137; prd::HIS3; 
prb1::LEU2;cir+). 

E. co//-stamme: DH10B (Life Technologies). 
Plasmider 

Asperg///us-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der 
er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet 
i WO 93/1 1249. 

pYES 2.0 (Invitrogen). 

pA2PH10 (se eksempel 7). 

Generelle molekylaerbiologiske fremqangsmader 
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Med mindre andet er anfort, blev DNA-manipuleringeme og 
transformationerne udfcrt ved anvendelse af standardmetoder indenfor 
molekylaerbiologi (Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory 
manual, Cold Spring Harbor lab., Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, F.M. et al. 
5 (red.), "Current protocols in Molecular Biology". John Wiley and Sons, 1995; 

Harwood, C.R., og Cutting, S.M. (red.), "Molecular Biological Methods for 
Bacillus". John Wiley and Sons, 1990). 

Enzymer til DNA-manipuleringer blev anvendt i overensstemmelse med 
10 specifikationerne fra leverandoreme. 

Enzymer til DNA-manipulerinqer 

Med mindre andet er anfort, er alle enzymer til DNA-manipuleringer, sasom for 
15 eksempel restriktionsendonukleaser, ligaser etc., leveret af New England 

Biolabs, Inc. 

Phospholipase-aktivitetsassay p3 basis af Nefa-C-test 

20 Substrat: L-c-lysophosphatidylcholin (Sigma). 

Substrat: Sojabonne-lecithin (Sigma nr. P3644). Anvendes til maling af 

phospholipase A-aktivitet. 

Nefa-C-testkit er fra Wako Chemicals Germany. 

Buffer: 20 mM NaOAc, pH 4,5. 

25 

Substratoplesning: 10 mg substrat i 1 ml milliQ-vand og 1 ml buffer (lav 
tilstraekkelig substratoplesning til alle prover). 



1. 

1 5 pi enzym tilsaettes til 1 50 pi substratoplesning. 

30 

2. 

Inkubation i 10 minutter ved 40 °C. 


3. 

30 pi overfores til 300 pi reagens 1 (fra Nefa-kit). 


4. 

Inkubation i 10 minutter ved 37 °C. 


5. 

Tilsaetning af 600 pi reagens 2 (fra Nefa-kit). 


6. 

Inkubation i 10 minutter ved 37 °C. 

35 

7. 

Absorption for det endelige reaktionsprodukt males ved 550 nm 
overensstemmelse med Nefa-kit-instruktioner. 
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Den enzymaktivitet, der er nodvendig til frembringelse af 1 pmol fedtsyre pr. 
minut fra enzymreaktionen, defineredes som 1 enhed. 

Ekspressionskloninq i qaer 

Ekspressionskloning i gaer blev udfart som beskrevet udforligt af H. Dalboege 
et al. (H. Dalboege et al. ( Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260; WO 
93/11249; WO 94/14953), der medtages heri som reference. 

Alle individuelle trin i ekstraktion af totalt RNA, cDNA-syntese, 
mungbonnenukieasebehandling, stump-endedannelse med T4-DNA- 
polymerase og konstruktion af biblioteker blev udfort i overensstemmelse med 
referencerne, der er naevnt ovenfor. 

Fermenteringsprocedure af Fusarium oxysporum DSM 2672 til mRNA- 
isolerinq 

Fusarium oxysporum DSM 2672 blev dyrket i YPD-medium i 4dage ved 
30 °C. 10 ijI supernatant blev testet for phospholipase-aktivitet i 
udpladningsassayet, der er beskrevet nedenfor. 

mRNA blev isoleret fra mycelium fra denne kultur som beskrevet i H. Dalboege 
et al., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/1 1249 og WO 94/14953. 

Identificerinq af positive qaerkloner (udpladningsassav) 

Identificering af positive gaerkloner (det vil sige kloner, som omfatter et gen, 
der koder for phospholipase-aktivitet) blev udfort som beskrevet nedenfor. 

Gaertransformanteme udplades pa SC-agar, der indeholder 2 % glucose, og 
inkuberes i 3 dage ved 30 °C. Et celluloseacetat-filter (OE67, Schleicher & 
Schuell) anbringes ovenp§ cellerne og overfores herefter til skalene, der 
indeholder SC-agar og 2 % galactose med cellerne ovenpS filteret. Efter 3 
dages inkubation ved 30 °C overfores filteret med celler til substratskale. 
Positive kloner identificeres som kolonier, der fremkalder en blagren zone i 
substratskalen under kolonien. 
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Substratskalene er fremstillet pa folgende made: 2,5 g agar (BA-30 INA 
Agar®, Funakoshi Co. Ltd.) tilsaettes til 137,5 ml H2O, opvarmet til kogning i en 
mikrob0lgeovn. Efter nedkoling til ca. 60 °C tilsaettes 30 ml af folgende 
blanding: 62,5 ml 0,4 M Tris-HCI-buffer (pH 7,5) og 50 ml 3 % Lipoid E80 
5 (Lipoid GmbH, D-67065 Ludwigshafen, Tyskland), som er oplost i 2 % Triton 

X-100 (volumenA/olumen), og 0,5 ml 2 % Brilliant Green-optosning i H 2 0. 
Koncentrationen af substratet er vigtig. Hvis koncentrationen er for h0j, kan det 
give anledning til baggrundsaktivitet fra gaerceller og/eller fra 
tradsvampelipaser med phospholipase-sideaktivitet. 

10 

Isolering af et cDNA-oen til ekspression i Aspergillus 

En phospholipase-producerende gaerkoloni podes i 20 ml YPD-medium i et 50 
ml-glas-reagensglas. Reagensglasset rystes i 2 dage ved 30 °C. Celleme 
1 5 hostes ved hjaelp af centrifugering i 10 minutter ved 3000 rpm. 

DNA isoleres ifelge WO 94/14953 og oploses i 50 ml vand. DNA ! et 
transformeres ind i E. coli ved hjaelp af standardprocedurer. Plasmid-DNA 
isoleres fra E. coli ved anvendelse af standardprocedurer og analyseres ved 
20 hjaelp af restriktionsenzymanalyse. cDNA-insertet skaeres ud ved anvendelse 

af passende restriktionsenzymer og ligeres ind i en Aspergillus- 
ekspressionsvektor. 

Transformation af Aspergillus orvzae eller Aspergillus niper 

25 

Protoplaster kan fremstilles som beskrevet i WO 95/02043, side 6, linie 2 - 
side 17, linie 12, der medtages heri som reference. 

100 pi af protoplast-suspensionen blandes med 5-25 pg af det behorige DNA i 
30 10 pi STC (1,2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH = 7,5, 10 mM CaCI 2 ). 

Protoplaster blandes med p3SR2 (et A. n/du/ans-amdS-gen-indeholdende 
plasmid). Blandingen hensaettes ved stuetemperatur i 25 minutter. 0,2 ml 60 % 
PEG 4000 (BDH 29576), 10 mM CaCI 2 og 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, tilsaettes 
og blandes omhyggeligt (to gange), og til sidst tilsaettes 0,85 ml af den samme 
35 oplosning og blandes omhyggeligt. Blandingen hensaettes ved stuetemperatur 

i 25 minutter, centrifugeres ved 2500 x g i 15 minutter, og pelleten 
resuspenderes i 2 ml 1,2 M sorbitol. Efter endnu en sedimentering spredes 
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protoplasterne i minimale skale (Cove, Biochem. Biophys. Acta (1966), 
113:51-56), som indeholder 1,0 M sucrose, pH 7,0, 10 mM acetamid som 
nitrogen-kilde og 20 mM CsCI til haemning af baggrundsvaekst. Efter inkubation 
i 4-7 dage ved 37 °C udtages sporer og spredes til enkeltkolonier. Denne 
5 procedure gentages, og sporer fra en enkeltkoloni efter den anden reisolering 

opbevares som en defineret transformant. 

Test af Aspergillus orvzae- eller Aspergillus n/oeMransformanter 

10 Hver af Aspergillus o/yzae-transformanterne podes i 10 ml YPM (cf. nedenfor) 

og opformeres. Efter 2-5 dages inkubation ved 30 °C fjemes supernatanten. 
20 pi supernatant paf0res i huller, der er stukket i substratpladen (se ovenfor). 
Efter 1-24 timer viser phospholipase-aktivitet sig som en blagron zone omkring 
hullet. 

15 

Tilf0rsels-batchfermenterinq 

Tilf0rsels-batchfermentering blev udfort i et medium, som omfattede 
maltodextrin som carbonkilde, urinstof som nitrogenkilde og gaerekstrakt. 

20 Tilf0rsels-batchfenmenteringen blev udf0rt ved hjaelp af podning af en 

rystekolbekultur af A. oryzae-vaertsceller af interesse i en medium, som 
omfattede 3,5 % af carbonkilden og 0,5 % af nitrogenkilden. Efter 24 timers 
dyrkning ved pH 7,0 og 34 °C blev den fortl0bende tilf0rsel af yderligere 
carbon- og nitrogenkilder indledt. Carbonkilden blev holdt som den 

25 begraensende faktor, og det blev sikret, at der var oxygen til stede i 

overskydende maengder. Tilf0rsels-batchdyrkningen blev fortsat i 4 dage. 

Isolerinq af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 

30 Den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID 

NO: 1, som koder for phospholipasen if0lge opfindelsen, kan opnas fra den 
deponerede organisme Escherichia coli DSM 11299 ved hjaelp af ekstraktion 
af plasmid-DNA ved hjaelp af kendte metoder (Sambrook et al. (1989), 
Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor lab., Cold Spring 

35 Harbor, NY). 

Medier 
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YPD: 10 g gasrekstrakt, 20 g pepton, H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 ml 20 % 
glucose (sterilfiltreret) tilsat. 

YPM: 10 g gaerekstrakt, 20 g pepton, H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 ml 20 
% maltodextrin (sterilfiltreret) tilsat. 

10 x basalsalt: 75 g gaer-nitrogenbase, 113 g ravsyre, 68 g NaOH, H 2 0 til 1000 
ml, sterilfiltreret. 

SC-URA: 100 ml 10 x basalsalt, 28 ml 20 % casaminosyrer uden vitaminer, 10 
ml 1 % tryptophan, H 2 0 til 900 ml. Autoklaveret, 3,6 ml 5 % threonin og 100 ml 
20 % glucose eller 20 % galactose tilsat. 

SC-agar SC-URA, 20 g/l agar tilsat. 

SC-variantagar. 20 g agar, 20 ml 10 x basalsalt, H 2 0 til 900 ml, autoklaveret. 
PEG 4000 (polyethylenglycol, molekylevaegt = 4.000) (BDH, England). 
EKSEMPLER 
EKSEMPEL 1 

Fermenterinq af Fusarium oxyspoa/m-phospholipase 

En kultur af Fusarium oxysporum DSM 2672 pa et skrastivnet agarsubstrat 
blev overfort til fern 500 ml-rystekolber, hver med 100 ml Bouillon-3-medium, 
og omrystet ved 30 °C i 1 dag (200 rpm, amplitude 2,5 cm). 

Sammensaetningen af Bouillon-3-medium var som folger: 

Pepton 

Trypsinfordojet kasein 
Gaerekstrakt 
Kodekstrakt 
Glucose 


6 g/l 
4 g/l 
3 g/l 
1.5 g/l 
1 g/l 
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Mediet blev autoklaveret ved 121 °C i 40 nriinutter. 

Dyrkningsmediet fra disse Boullion-3-rystekolber blev anvendt som podekultur 
til podning af tyve 500 ml-rystekolber, hver med 200 ml PL-1-medium. 

Sammensaetningen af PH -mediet var som folger: 


Mediet blev autoklaveret ved 121 °C i 40 minutter. 

Hver PL-1-rystekoIbe blev podet med 0,5-2 ml Boullion-3-dyrkningsmedium og 
rystet ved 200 rpm (amplitude 2,5 cm) ved 30 °C i 5 dage. Dyrkningsmediet fra 
rystekolberne blev puljet ved host til opnaelse af 3,9 I med et enzymudbytte pS 
53 LU/ml. 

EKSEMPEL 2 

Oprensninq af phospholipase 

Trin 1)£n liter fermenteringssupematant blev centrifugeret, og det resulterende 
praecipitat blev smidt ud, Supematanten blev herefter justeret til 0,8 M 
ammoniumacetat ved hjaelp af tilsaetning af fast ammoniumacetat. 

Trin 2)Hydrofobisk kromatografi - Toyopearl butyl 650 C-matrix blev leveret af 
Toso Hass (Rohm and Haas Company, Tyskland). En 50 ml-s0jle blev pakket 
med matrixen. Sojlen blev vasket med 50 % ethanol og efterfolgende med 
vand. Sojlen blev herefter aekvilibreret med 0,8 M ammoniumacetat. 
Fermenteringssupernatanten, som var justeret med 0,8 M ammoniumacetat, 
blev herefter pasat sojlen. Ubundet materiale blev herefter vasket med 0,8 M 
ammoniumacetat, indtil alt UV-absorberende materiale (280 nm) var Ijemet. 


Pepton 


10g/l 
12g/l 
2g/l 
0,1 g/l 
6,0 


Tween®-80 

MgS0 4 .7H 2 0 

CaCI 2 .2H 2 0 


pH for autoklavering 
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Sojlen blev herefter elueret med vand og efterfolgende med 50 % ethanol. 

Phospholipase-aktivitet blev bestemt ved pH 4,5 og 40 °C ved anvendelse af 
Nefa-kittet som beskrevet ovenfor. Fraktioner, som indeholdt aktivitet i vand- 
og alkohol-eluat, biev puljet. Aktiviteten blev malt ved pH 4,5 ved anvendelse 
af et Nefa-kitassay. 

Fraktioner, som indeholdt phospholipase-aktivitet, blev herefter puljet og 
dialyseret og opkoncentreret ved anvendelse af en Amicon- 
ultrafiltreringsmembran med en afskaering pa 10 kDa. 

Trin 3)Negativ absorption pa DEAE-hurtigflowkromatografi. 

DEAE FF blev kobt ved Pharmacia, og en 50 ml sojle blev pakket med 
matrixen. 

S0jlen blev herefter vasket som beskrevet af producenten og aekvilibreret med 
25 mM Tris-acetatbuffer, pH 7. 

Den dialyserede og opkoncentrerede prove blev herefter justeret til pH 7 og 
konduktans 2 mSi og p&sat en DEAE FF-anionbytningss0jle. 
Aktivitet blev opsamlet som effluent. Aktiviteten binder ikke til en anionbytter 
ved pH 7. 

Effluenten fra DEAE FF, som indeholdt aktivitet, blev opkoncentreret og 
dialyseret ved anvendelse af en Amicon-membran med en afskaering p5 10 
1 kDa og en 25 mM natriumacetat-buffer, pH 6. 

Gelfiltrering pa Superdex 75. 

Superdex 75-forpakket S0jle Hiload Tm 16/60 fra Pharmacia blev vasket og 
aekvilibreret med 25 mM natriumacetat, pH 6, som indeholdt 150 mM NaCI. 

To ml af den opkoncentrerede effluent fra anionbytteren, som fremviste 
phospholipase-aktivitet ved pH 4,5 og 40 °C, blev pasat Superdex-sojlen. 

Aktiviteten blev separeret fra ved hjaelp af gelfiltrering med en flowhastighed 
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p5 1 ml/minut. 
EKSEMPEL 3 

Karakteriserinq af oprenset phospholipase. som er opnSet fra Fusarium 
oxvsporum 

En karakterisering som beskrevet nedenfor blev udfort p5 en Fusarium 
oxyspo/nm-phospholipase, der var fermenteret som beskrevet i eksempel 1 og 
oprenset som beskrevet i eksempel 2. 

Molekylevaegten for phospholipase-enzymet blev bestemt ved anvendelse af 
faerdigstobte 4 til 20 % SDS-PAGE-geler fra Novex Tm. Proteinets 
molekylevaegt blev bestemt under reducerende betingelser som beskrevet 
tidligere. 

Foro F. oxysporum-phospholipase viste molekylevaegten sig at vaere 29-30 
kDa under reducerende betingelser. 

Det isoelektriske punkt blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE- 
plader fra Pharmacia. 

For F. oxysporum viste pi for proteinet sig at vaere omkring neutralt pH, 
fortrinsvis i intervallet 5,8 til 6,8. 

Phospholipases termostabilttet 

Termostabiliteten for phospholipase fra Fusarium oxysporum blev testet ved 
hjaelp af DSC (differentiel scanningskalorimetri). Den termale 
denatureringstemperatur, Td, blev aflaest som spidsen af denatureringstoppen 
i termogrammer (Cp vs. T), der opn§edes efter opvarmning af 
enzymoplosninger ved en konstant, programmeret opvarmningshastighed. 

Eksperimentelt 

En DSC II fra Hart Scientific (Utah, US, 1993) blev anvendt til forsogene. 

50 mM bufrede oplosninger blev anvendes som oplesningsmiddel for enzymet 
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(ca. 2 mg/m!) ved enten pH 10 (50 mM glycinbuffer), pH 7 (50 mM HEPES- 
buffer + 10 mM EDTA) eller pH 4 (50 mM citratbuffer). Enzym blev oprenset 
ifolge eksempel 2 ovenfor. 

5 750 pi enzymoptesning blev overfort til 1 ml forsejlelige standard-hastelloy- 

ampuller fra Hart Scientific. Ampuller blev indfort i kalorimeteret og nedkolet til 
5 °C i 15 minutter. Der blev foretaget termal aekvilibrering f0r DSC-scanningen. 
DSC-scanningen blev udfort fra 5 °C til 95 °C ved en scanningshastighed pa 
ca. 90 K/time. Denatureringstemperaturer blev bestemt ved en nojagtighed p5 
10 ca.±2°C. 

^ . Resultater 

TABEL 1: Spids af denaturerinqstop som funktion af pH 

15 

ehl Td(°C) 

4 57 °C 
7 62 °C 
10 55 °C 

20 

Det skal bemaerkes, at disse forsog blev udfort i fravaer af en oliematrix, som 
kan influere betydeligt pci enzymstabilrtet. DSC-resultaterne viser en maksimal 
stabilitet i naerheden af neutralt pH. 

( 25 Hvis man forudsaetter irreversibel termal denaturering, er en relevant 

arbejdstemperatur ved industriel anvendelse, s&som degummering af olier (US 

5 264 367), mindst ca. 10 grader lavere end Td-temperaturerne t der er anf0rt i 
tabel 1 ovenfor. 

30 Aminoterminal sekvens 

Aminoterminal analyse blev udf0rt ved anvendelse af Edman-degradering med 
Applied Biosystem-udstyr (ABI 473A protein sequencer, Applied Biosytem, 
USA) som beskrevet af producenten. 

35 

N-terminal(e) sekvens(er): 
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For Fusarium oxysporum-phospholipasen er den N-terminale sekvens: 

N-terminalA-V-G-V-T-T-T-DuF-S-N-F-K-F-Y-l 

5 Den N-terminale aminosyre M A" (Ala) er position 31 i SEQ ID NO: 2. Dette 

viser, at det modne phospholipase-enzym ifolge opfindelsen starter i position 
31 i SEQ ID NO: 2. 

Folgeligt er den modne sekvens fra 31-346 i SEQ ID NO: 2. 

10 

EKSEMPEL 4 

Phospholipase A-aktivitet 

15 Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabonne-lecithin som 

substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C. 

Fusarium oxysporum-phospholipasen viste signifikant phospholipase A- 
aktivitet ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor. 

20 

EKSEMPEL 5 

Aktivitet mod L-a-lvsophosphatidvlcholin 

Phospholipase-aktiviteten blev bestemt emd L-a-lysophosphatidylcholin som 
25 substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C. 

Fusarium oxyspon/m-phospholipasen viste signifikant aktivitet mod L-a- 
lysophosphatidylcholin ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor. 

30 EKSEMPEL 6 

Phospholipase-aktivitet i enkeltlaos-opsaetninq 

Et enkeltlaqs -udstvr (nul ordens-niveau, KSV5000, KSV Instruments, Finland) 
35 er blevet anvendt til mSling af forskellige enzymers aktivitet mod 

phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin). 
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Forsoq 

P£ den grundigt oprensede overflade af en bufferoplosning (10 mM TRIS, pH 
8,0, 25 °C) blev et enkeltlag af DDPC spredtfra en chloroform-oplosning. Efter 
afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres 
overfladetrykket til 15 mN/m, som svarer til et gennemsnitligt molekyleareal for 
DDPC p5 ca. 63 A 2 /molekyle. En bufferoplosning (se ovenfor), som indeholder 
ca. 60 pg enzym, injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen af 
reaktionsdelen (cylinder med et areal pa 1520 mm 2 og et volumen pa 30400 
mm 3 ) i "nul ordens-niveauet". Enzymatisk aktivitet manifesterer sig ved 
hastigheden af en mobil spaening, som komprimerer enkeltlaget for at 
opretholde konstant overfladetryk, efterhanden som uoploselige 
substratmolekyler hydrolyseres til mere vandoploselige reaktionsprodukter. 
Efter at have verificeret, at den vandige optoselighed af reaktionsprodukterne 
(kaprinsyre og DDPC) er betydelig hojere end for DDPC, aestimeres antallet af 
DDPC-molekyler, som hydrolyseres pr. minut ved hjaelp af enzymet, ud fra det 
gennemsnitlige molekyleareal (MMA) for DDPC. 

Resultater 

TABEL 2, Enzvmers aktivitet mod DDPC i en enkeltlaQS-opstilling 


Enzym Aktivitet } 

(nmol/min) 

Sigma P9279 (PLA2 fra bigift, 850 U/mg) 1 ,9 

Enzym fra Fusarium oxysporum 2,7 

Candida antarctica-B bestanddels-lipase 0 

Candida antarvtica-A bestanddels-lipase 0 

Rekombinant marsvinepancreas-lipase (rGPL) 0,2 

Lipolase® (Novo Nordisk A/S) < 0,1 


^ Beregnet ud fra reduktion i enkeltlag-areal pr. tidsenhed, induceret ved hjaelp 
af tilstedevaerelse af enzym. 

"Enzym fra Fusarium oxyspowm" i tabel 2 er en phospholipase ifelge 
opfindelsen, der er oprenset som beskrevet i eksempel 2. 
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Konklusion 

Der blev ingen phospholipase-aktivitet pavist for de fleste af enzymerne, 
bortset fra lipaser, der er opnaet fra marsvinelipase, som viste mindre 
phospholipase-aktivitet. 

Phospholipasen ifelge opfindelsen, der var opnaet fra Fusarium oxysporum, 
viste overraskende hoj signifikant phospholipase-aktivitet. 

Folgeligt defmeres i den foreliggende opfindelse udtrykket "phospholipase- 
aktivitet", der anvendes heri i forbindelse med en phospholipase ifolge 
opfindelsen, som en aktivitet, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet", der er 
vist ovenfor, er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug; mere fortrinsvis 
mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug; mere fortrinsvis mindst 
0,75 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug; mere fortrinsvis mindst 1 ,0 nmol/minut, 
enzymdosis: 60 ug; mere fortrinsvis mindst 1 ,25 nmol/minut, enzymdosis: 
60 ug; og endnu mere fortrinsvis mindst 1,5 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug. 
Udtrykket "lipase med phospholipase-sideaktivitet" defmeres folgeligt som en 
lipase med phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i 
"enkeltlags-phospholipase-assayet", der er vist i eksempel 6, er mindre end de 
ovenfor nsevnte tal, der specificerer phospholipase-aktivitet. 

Et eksempel pa en lipase med phospholipase-sideaktivitet ifolge definitionerne 
heri er marsvine-lipasen, der er vist i tabel 2 ovenfor. Naevnte marsvine-lipase 
har en phospholipase-sideaktivitet i "enkeltlags-phospholipase-assayef, der er 
mindre end 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug. 

EKSEMPEL 7 

Klonina oq eksoression af en phospholip id fra Fusarium oxysporum DSM 
2672 

Kloning og ekspression blev udfert ved anvendelse af ekspressionskloning-i- 
gaer-teknikken som beskrevet ovenfor. 

mRNA blev isoleret fra Fusarium oxysporum DSM 2672, der var dyrket som 
beskrevet ovenfor, herunder bevaegelse for at sikre tilstraekkelig ilttilforsel. 
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Mycelia blev hostet efter 3-5 dages vaekst, straks nedfrosset i vaeskeformig 
nitrogen og opbevaret ved -80 °C. Et bibliotek fra Fusarium oxyspomm DSM 
2672, som bestod af ca. 9 x 10 5 individuelle kloner, blev konstrueret i £ coli 
som beskrevet med en vektorbaggrund pS 1 %. Plasmid-DNA fra nogle af 
5 puljerne blev transformeret ind i gaer, og der opnSedes 50-100 skale, som 

indeholdt 250-400 gaerkolonier, fra hver pulje. 

Phospholipase-positive kolonier blev identificeret og isoleret i substratskcile (se 
ovenfor). cDNA-inserts blev amplificeret direkte fra gaerkolonierne og 

10 karakteriseret som beskrevet i Materialer og metoder-afsnittet ovenfor. DNA- 

sekvensen for cDNA'et, der koder for phospholipasen, er vist i SEQ ID NO: 1, 
og den tilsvarende aminosyresekvens er vist i SEQ ID NO: 2. I SEQ ID NO: 1 
definerer DNA-nukleotiderne fra nr. 23 til nr. 1060 det phospholipase-kodende 
omr§de. Den del af DNA-sekvensen i SEQ ID NO: 1, som koder for den 

15 modne del af phospholipasen, omfatter positionerne 1 13 til 1060 t der svarer til 

aminosyrepositionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2. 


cDNA'et er opnaeligt fra plasmidet i DSM 11299. 


20 Totalt DNA blev isoleret fra en gaerkoloni, og plasmid-DNA blev indvundet ved 

hjaelp af transformation af £ coli som beskrevet ovenfor. For at udtrykke 
phospholipasen i Aspergillus blev DNA'et fordojet med passende 
restriktionsenzymer og st0rrelsesfraktioneret p£ gel, og et fragment, som 
svarede til phospholipasegenet, blev oprenset. Genet blev efterfalgende ligeret 
I 25 til pHD414 og fordejet med passende restriktionsenzymer til opnaelse af 

plasmidet pA2PH 10. 

Efter amplifikation af DNAet i £ coli blev plasmidet transformeret ind i 
Aspergillus oryzae som beskrevet ovenfor. 

30 

Test af A. orvzae-transformanter 


Hver af transformanterne blev testet for enzymaktivitet som beskrevet ovenfor. 
Nogle af transformanterne havde en phospholipase-aktivitet, som var 
35 signifikant hojere end Aspergillus o/yzae-baggrunden. Dette viser effektiv 

ekspression af phospholipasen i Aspergillus oryzae. 
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EKSEMPEL 8 

Rekombinant ekspression af en Fusarium oxysporuro-phospholipase 

5 En A. oryzae-transformant, som omfattede Aspefg/7/us-ekspressionsvektoren 

pA2PH10 (se eksempel 7), blev tilfcrsels-batchfermenteret som beskrevet 
ovenfor. Oprensning af den rekombinant producerede F. oxysporum- 
phospholipase blev udfort som beskrevet i eksempel 2. 

10 EKSEMPEL 9 

Karakteriserinq af en rekombinant udtrvkt og oprenset phospholipase, der er 
opnaet fra Fusarium oxvsporum 

15 Karakteriseringen blev udfort pa en rekombinant udtrykt og efterfolgende 

oprenset Fusarium oxyspoa/m-phospholipase (se eksempel B). 

Disse karakteriseringsresultater med hensyn til den rekombinante F. 
oxyspon/m-phospholipase ifolge opfindelsen svarer perfekt overens med 
20 karakteriseringsresultateme, der er vist i eksempel 3, hvor det blev vist, at det 

rekombinant udtrykte og oprensede enzym var det samme som den ikke- 
rekombinant udtrykte og oprensede phospholipase, der blev karakteriseret i 
eksempel 3. 

25 Generelle assays, som anvendes til at karakterisere en rekombinant 

produceret phospholipase, der er opnSet fra F. oxvsporum 

Phospholipase-assays 

30 Phospholipase-aktivitet (PHLU) blev m£lt som frigorelsen af fri fedtsyrer fra 

lecithin. 50 pi 4 % L-a- phosphatidylcholin (plante-lecithin fra Avanti, USA), 45 
% Triton X-100, 5 mM CaCI 2 i 50 mM HEPES, pH 7, blev tilsat, 50 enzym- 
oplasning, som var fortyndet til en passende koncentration i 50 mM HEPES, 
pH 7. Proverne blev inkuberet i 10 minutter ved 30 °C, og reaktionen blev 

35 standset ved 95 °C i 5 minutter for centrifugering (5 minutter ved 7000 rpm). 

Fri fedtsyrer blev bestemt ved anvendelse af Nefa C-kittet fra Wako Chemicals 
GmbH; 25 pi reaktionsblanding blev tilsat til 250 pi reagens A og inkuberet i 10 
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minutter ved 37 °C. Herefter blev 500 pi reagens B tilsat, og proven blev 
inkuberet igen, 10 minutter ved 37 °C. Absorptionen ved 550 nm blev m^lt ved 
anvendelse af et HP 8452A dioderaekke-spektrofotometer. Prover blev 
analyseret mindst in duplo. Substrat- og enzymblindpnaver (forvarmede 
5 enzymprever (10 minutter ved 95 °C) + substrat) blev indbefattet. Oleinsyre 

blev anvendt som fedtsyrestandard. 1 PHLU svarer til den maengde enzym, 
der er i stand til af frigere 1 pmol fri fedtsy re/mi nut under disse betingelser. 

Alternativt blev assayet k0rt ved 37 °C i 20 mM citratbuffer, pH 5 (Ca 2+ - 
10 afhaengighed) eller 20 mM Britton-Robinson-buffer (pH- 

profil/temperaturprofil/stabilitet). 

Phospholipase A1-aktivitet (PLA1) blev malt ved anvendelse af 1-(S- 
decanoyl)-2-decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin (D3761 Molecular 

15 Probes) som substrat. 190 pi substrat (100 pi D3761 (2 mg/ml i ethanol) + 

50 pi 1 % Triton X-100 + 1,85 ml 50 mM HEPES, 0,3 mM DTNB, 2 mM CaCI 2 , 
pH 7) i en 200 pl-kuvette blev tilsat 10 pi enzym, og absorptionen ved 410 nm 
blev m§lt som funktion af tiden pa HP 8452A-dioderaekke-spektrofotometeret 
ved stuetemperatur. Aktivitet blev beregnet som kurvens haeldning i det 

20 lineaere omrade. PLA1 svarer til den maengde enzym, der er i stand til at 

frigore 1 pmol fri fedtsyre (thiol)/minut ved disse betingelser. 

Phospholipase A2-aktivitet (PLA2) blev mSIt ved 40 °C ved anvendelse af 1- 
hexadecanoyl-2-(1-pyrendecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocho!in (H361 
( 25 Molecular Probes). 2 ml substrat (50 pi 1 % Triton X-100 + 25 pi 0,1 % H361 i 

methanol + 10 ml 50 mM HEPES, pH 7) i en 2 ml-kuvette med omroring blev 
tilsat 10 pi enzym, og pyren-fluorescens-emissionen blev malt ved 376 nm 
(excitation ved 340 nm) som funktion af tiden (1 sekund-intervaller) ved 
anvendelse af Perkin Elmer LS50-apparatet. I Triton X-100/phospholipid- 
30 micelleme blev koncentrationen af phospholipid justeret til at have excimer- 

dannelse (emitterer ved 480 nm). Ved spaltning frigores fedtsyren i 2- 
positionen, som indeholder pyrengruppen, til vandfasen, hvilket resulterer i en 
stigning i monomer-emissionen. PLA2 blev beregnet som haeldningen af 
kurven i det lineaere omrade ved tilsvarende betingelser. 

35 

Lipase-assavs 
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10 


15 


Lipase-aktivitet (LU) blev mSlt ifslge Novo Nordisk publikation AF 95. 
Hydrolysen af tributyrin ved 30 °C og pH 7 blev efterfulgt af et pH-stat- 
titreringsforseg. 1 LU svarer til den maengde enzym, der er i stand til at frigare 
1 pmol smorsyre/minut under standardbetingelser. 

Aktivitet pa olivenolie (SLU) blev m§lt som folger: 12 ml 5 mM Tris-HCI, 40 mM 
NaCI, 5 mM CaCI 2 , pH 9, blev tilsat til 2,5 ml Sigma Lipase-substrat. pH blev 
justeret til pH 9 eller lige under for tilsaetning af 0 t 5 ml lipase-oplosning 
(fortyndet i buffer) og udforsel af et pH-stat-titreringsassay ved 30 °C ved 
anvendelse af Titralab, som er kommercielt tilgaengeligt fra Radiometer A/S, 
Kobenhavn, Danmark. 1 SLU svarer til den maengde enzym, der er i stand til 
at frigere 1 pmol fri fedtsyre/minut ved pH 9 f 30 °C. 

Karakteriserinq af en rekombinant fremstillet F. oxyspo/i/ro-phospholipase 
ifelqe opfmdeisen 

Assayene ( som blev anvendt til karakterisering af enzymeme, der er naevnt 
nedenfor, var assayene, der er beskrevet umiddelbart ovenfor. 


20 


25 


30 


Enzvmer 

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700989, OD 28 o 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE). 
Enzymet blev rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
Lecitase™ Batch L546-F06 (10368 lU/ml, ca. 20 mg/ml). Lipolase® (Novo 
Nordisk A/S). 

Ca 2+ 's indflydelse pS phospholipase-aktiviteten hos F. oxysporvm-Wpase- 
phospholipase blev undersogt Der observeredes ingen storre forskel, uanset 
om EDTA eller Ca 2+ var indbefattet i assayet eller ej (se tabel 3 nedenfor), og 
enzymet synes s&ledes at veere relativt uafhaengigt af Ca . 


35 


TABEL 3. F. oxysporum-phospholipase-aktivitets (PHLU) afheenqiqhed af 


2 % lecithin. 2 % Triton X-100 


5 mM 
EDTA 


1 mM 
EDTA 


1 mM 
CaCI 2 


20 mM citrat. pH 5 ved 37 °C 


2mM 
CaCI 2 


5 mM 
CaCI 2 


10 mM 
CaCI 2 
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Relativ 

1.05 

1,10 

1 

0,90 

0,90 

0,89 

aktivitet 1 








1 Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved 1 mM CaCI 2 , der er normaliseret 


till. 

pH-profilen blev undersegt i Britton-Robinson-buffer ved anvendelse af plante- 
5 lecithin som substrat (tabel 4). Selvom enzymet viser en alkalisk pH-profil pa 

phospholipid med et optimum ved pH 9 eller hejere, er aktiviteten stadig 
tilstraekkelig h0j til tilvejebringelse af degummering af olier ved lavt pH og 
anvendelse ved bagning (se nedenfor for en sammenligning af specrfikke 
aktiviteter). 
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TABEL 4. Fusarium oxysporuro-phospholipases pH-profil. 2 % lecithin. 2 % 
Triton X-100. 20 mM BR 37 °C 



pH 3 

pH4 

pH 5 

pH6 

pH 7 

pH 8 

pH9 

Relativ 
aktivitet 1 

0,08 

0,12 

0,16 

0,28 

0,52 

0,76 

1,00 


1 Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved pH 9, der er normaliseret til 1 . 


5 Temperaturprofiler for phospholipasen opn&edes ved pH 5; aktiviteten 

begynder at falde ved temperaturer over 40 °C (tabel 5). Dette er i rimelig 
overensstemmelse med temperaturstabiliteten, der males ved praeinkubering 
af enzymet og eflerfolgende maling af residual-aktivitet (tabel 6), hvor enzymet 
er stabilt ved temperaturer op til 45 °C ved pH 5. 

10 

TABEL 5. F. oxyspomro-phospholipase's temperaturprofil, 2 % lecithin, 2 % 



30 °C 

40 °C 

45 °C 

50 °C 

55 °C 

pH5 

0,85 

1,00 

0,67 

0,38 

0,13 


Alle data er vist som relative aktivitetsdata i forhold til aktiviteten ved pH 5 t 
40 °C, der er normaliseret til 1. 

15 

TABEL 6. Fusarium oxysporu/n-phospholipases temperaturstabilitet; 


praeinkubation 3( 

3 minutter i 20 mM BR 


5°C 

30 °C 

40 °C 

45 °C 

50 °C 

55 °C 

pH5 

1,00 

0,91 

1,03 

1,07 

0,65 

0,00 


Alle data er vist som residualaktivitetsdata, hvor aktiviteten efter praeinkubation 
ved 5 °C er normaliseret til 1 . 


20 

Enzymets lave stabilitet kan vaere fordelagtig til registering af et eventuelt 
produkt som en proceshjaelp, da det aktive enzym ikke bor forventes i 
slutproduktet ved hverken degummering af spiseolier eller i bagte produkter. 


25 Phospholipasen, der er opn&et fra Fusarium oxysporum ifolge opfindelsen, har 

bade phospholipase- og lipase-aktivitet. 
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Felgeligt blev enzymets aktivitet pa forskellige lipase- og phospholipase- 
substrater undersogt og sammenlignet med aktiviteten hos den kommercielt 
tilgaengelige phospholipase Lecitase™ og den kommercielt tilgaengelige lipase 
Lipolase® (Novo Nordisk A/S). 

5 

F. oxyspowm-phospholipase/lipasen har hoj aktivitet p£ bSde tributyrin og 
olivenolie ved pH 7 og 9 (tabel 7). Til sammenligning er den specifikke aktivitet 
hos Lipolase® ca. 5000 LU/mg. Imidlertid fremviser F. oxysporum-lipasen i 
modsaetning til Lipolase® en meget bredere specificitet med betydelig 
10 phospholipase-aktivitet og ogs§ thioesterase-aktivitet (se enkeltlags-eksempel 

6 ovenfor, som viser, at Lipolase® ikke har en malbar phospholipase-aktivitet). 

F. oxyspowm-phospholipase/lipasen ifelge opfindelsen har en specifik aktivitet 
pa lecithin, som er betydelig hejere end den hos phospholipasen Lecitase™ 
15 (svinepancreas-PLA2) ved pH 7 (tabel 7). 

Sammenlignet med Lecitase™ har F. oxysponym-enzymet en 100 gange 

h0jere aktivitet ved pH 7. Phospholipase:lipase-forholdet for F oxysporum- 

enzymet er ca. 0 t 225 (1000 LU/mg/225 PHLU/mg) under tilsvarende 
20 betingelser (pH 7 og 30 °C). 


TABEL 7. F. oxyspon;n?-lipase/phospholipasens aktivitet - sammenligning med 


Lecitase™ 

Enzym 

LU/mg 

PLUVmg 

PHLU/mg 

SLU/mg 

PLA1/mg 

F. oxysporum 

1000 

73 

225 

3090 

2,04 

Lecitase™ 

<0,25 

2,5 

1,2-3,2 

0,6 

0 


1 PLU blev malt i lighed med PHLU men i 20 mM citrat, pH 5 og ved 37 °C i 
25 stedet for 50 mM HEPES, pH 7 ved 30 °C. 

F. oxysporum-lipase/phospholipasens specificitet blev undersogt ved 
anvendelse af substrater, der er specifikke for phospholipase A1 , ved maling 
af spaltningen af thioester-bindingen i 1-positionen i 1-(S-decanoyl)-2- 
30 decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin. 

Enzymet hydrolyserer klart 1-positionen i phospholipid (tabel 7), mens 
Lecitase™ (svinepancreas-PLA2) som forventet ikke viste aktivitet pa dette 
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substrat 

C-terminal aminosyresekvens for Fusarium oxyspogjm-phospholipasen ifolge 
opfindelsen 

5 

Den N-terminale aminosyresekvens for det rekombinant udtrykte modne 
phospholipase-protein blev bestemt som beskrevet i eksernpel 3, og det blev 
fastslaet, at denne N-terminale sekvens var den samme som bestemt for det 
ikke-rekombinant dannede og oprensede enzym (se eksernpel 3). 

10 

MALDI-TOF-massespektrometri blev udfort ved anvendelse af et VG TofSpec- 
massespektrometer (Micromass, Manchester, UK) som beskrevet i Christgau 
et-al., Biochem. J. 319:705-712, 1996. 

15 Baqqrund 

Den N-terminale aminosyresekvens for Fusarium oxysporum-phospholipasen, 
som er udledt fra DNA-sekvensen, forudser i kombination med den kendte N- 
terminale aminosyresekvens for den modne phospholipase et protein pa 315 
20 aminosyrerester (aminosyrerne 31-346 i SEQ ID NO: 2). Den teoretiske masse 

for dette udledte protein er 33.256,8 Da. 

Ved anvendelse af MALDI-TOF-massespektrometri har vi tidligere bestemt 
massen af den native lipase/phospholipase fra F. oxysporum til at vaere 28,2 
25 kDa (data ikke vist), og pa SDS-PAGE viste det sig, at molekylevaegten er 29- 

30 kDa (se ovenfor). 

Da de N-terminale sekvenser for den native og den rekombinante F 
oxysporum-lipase er identiske, er det sandsynligt, at masseforskellen, som ses 
30 mellem den udledte masse og den eksperimentelle masse, er forarsaget af C- 

terminal processering. 

For at undersoge dette har vi isoleret det C-terminale peptid fra den 
rekombinante F. oxyspon/n>lipase, som er udtrykt i A. oryzae, og sekventeret 
35 det gennem dets C-terminal. 
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Strateqi 

Den gennemsnitlige masse for den native lipase/phospholipase fra F: 
oxysporum pa 28,2 kDa kan anvendes til at forudsige den mest sandsynlige C- 
terminale rest, som viser sig at vaere Ser303 (SEQ ID NO: 2). 

Denne forudsigelse er baseret p5 den formodning, at enzymet er ikke- 
glycosyleret. Det enkelte potentielle N-glycosyleringssite, som findes i 
sekvensen i Asn163, anvendes sandsynligvis ikke, da der findes en Pro-rest i 
position 164. Tilstedevaerelsen at en Pro-rest i den anden rest i 
konsensussekvensen for N-glycosylering (Asn-Xaa-Ser/Thr) er aldrig blevet 
rapporteret. Endvidere tyder formen af toppen i massespektret ikke pa 
glycosylering. Toppen er imidlertid bredere, end man saedvanligvis oplever for 
homogene proteiner, hvilket indikerer muligheden for storrelsesheterogenitet. 
Da enzymets N-terminal er veldefineret, er storrelsesheterogeniteten mest 
sandsynligt forarsaget af heterogen C-terminal processering. 

En gennemgang af SEQ ID NO: 2 (se nedenfor) viser, at den udledte C- 
terminal er placeret taet pa den sidste af de 8 Cys-rester i sekvensen. 
Indforelse af en radioaktiv tag pa Cys-resteme gor peptiderne, der indeholder 
Cys-rester, lette at spore gennem peptidoprensning. En kombination af den 
radioaktive tagging med proteolytisk degradering ved anvendelse af Asp-N- 
proteasen, som spalter foran Asp-rester, vil resultere i et tagget C»terminalt 
peptid. Endvidere vil tre indre peptider blive tagget. Sekventering af alle 
taggede peptider vil afslere enzymets C-terminal. 
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31 AVGVTTTDFS NFKFYIQHGA AAYCNSEAAA GSKITCSNNG CPTVQGNGAT 80 

u 

81 IVTSFVGSKT GIGGYVATDS ARKEIWSFR GSMXRNWLT NLDFGQEDCS 130 

« (0) 

131 LVSGCGVHSG FQRAWNEISS QATAAVASAR KANPSFWVIS TGHSLGGAVA 180 

181 VLAAANLRVG GTPVDIYTYG 5 PRVGHAQLS AFVSNQAGGE YRVTHADDPV 230 

u y 

231 PRLPPLIFGY RHTTPEFWLS GGGGDKVDYT ISDVKVCEGA ANLGCNGGTL 280 

281 GLDIAAHLHY FQATDACNAG GFSWRRYRSA E5VDKRATMT DAELEKKLNS 330 

t 

331 YVQMDKEYVX KNQARS 34 6 


SEQ ID NO: 2 : Udledt aminosyresekvens for F. oxysporvm- 
lipase/phospholipasen. 

Sekvensen er udledt fra DNA-sekvensen og starter i N-terminalen, som er 
bestemt eksperimentelt for bade det native og det rekombinante enzym. De 8 
Cys-rester er vist med mens den C-terminale Ser-rest, som er udledt ved 
hjaelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native enzym, er vist med T. 
Asn-resten, som findes i konsensussekvensen for N-glycosylering (NXS/T) er 
vist med (0), men benyttes efter al sandsynlighed ikke, da X er en Pro-rest. 

Forsoqsresultater 

Enzymet var PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er 
vist i SEQ ID NO: 2. 

Batch-F-9700989, OD 28 o = 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE). 
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Enzymet biev udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor. 

Enzymet blev denatureret og disulfidbindingerne biev reduceret, f0r 
thiolgruppeme blev reageret med l-[1- 14 C]-CH 2 CONH 2 . 

5 

Efter den radioaktive tagging at Cys-resterne blev lipasen degraderet ved 
anvendeise af Asp-N-proteasen. 

De dannede peptider blev fraktioneret ved anvendeise af modfase-HPLC. De 
10 opsamlede fraktioner blev udsat for MALDI-TOF-massespektrometri og 

scintillationstaelling. Fraktioner, som indeholdt betydelige maengder af 
radioaktivitet, blev valgt til fornyet oprenset ved anvendeise af modfase-HPLC. 

De pany oprensede fraktioner blev udsat for scintillationstaelling, og 
1 5 fraktionerne, som indeholdt radioaktivitet, blev efterfolgende sekventeret. 

Nedenfor er vist en oversigt over resultateme. Dette skema kan se kaotisk ud 
pa grund af de mange anforte sekvenser. Skemaet indeholder imidlertid al den 
sekvensdata, der er opnSet fra de radioaktive fraktioner, og udgor derfor 
20 grundlaget for de dragede konklusioner. Det skal bemaerkes, at alle Cys-rester 

er daekket ved sekventeringen, de fleste af dem mere end en gang. En anden 
ting at bemaerke er, at de afvigende spaltninger, som ses, resulterer i et stort 
antal sma radioaktivt maerkede peptider. 
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KG CPT 
NNC CPTVQ 
CSN 

CSNNG CP 
CSNHG CPTV 

CN5EAAA GSKI 

31 AVGVTTTDFS KFKFYIQHGA AAYCNSEAAA GSKITCSNNG CPTVQGNGAT 80 

DCS 
DCS 

81 IVTSFVG5KT GIGGYVATDS ARKEXW5FK GSIKIRNWLT NLDFGQEDC5 130 
LVSGC 

LVSGCGVHSC FQRAW 
131 LVSGCCVHSG FQRAWNZISS QATAAVASAR KANPSFKVTS TCHSLGGAVA 180 

181 VIAAANLRVG GTPVDIYTYG SPKVGHAQLS AFVSNQAGGE YKVTHADDPV 230 

U U 
DVKVCEG 

DVXVCEGA ANLGCNGGTL 
DVKVCEGA ANLGCNGGTL 
231 PRLPPLIFGY RHTTPEFWLS GGGGDKVDYT ISDVKVCEGA ANLGCNGGTL 2B0 

DACNAG GFS 
GL. TDACNAG GF 

281 GLDXAAHLKY FQATDACNAG GF5WRRYKSA ESVDKRATWT DAELEKKLNS 330 

t 


331 YVQKDICBYVK NNQARS 

346 
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Aminosyresekvenserne, der er opnaet ved hjaelp af sekventering af de 
radioaktivt taggede peptider, stammede fra rekombinant F. oxysporvm-enzym. 
Sekvenserne er parallelopstillet med aminosyresekvensen, der er udledt fra 
DNA-sekvensen. De 8 Cys-rester er vist med mens den exterminate Ser- 
5 rest, der er udledt ved hjaelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native 

enzym, er vist med t. 

Forsogskonklusion 

10 Ud fra sekventeringen af alle de radioaktivt taggede peptider er det klart, at 

den C-terminale del af aminosyresekvensen, der kodes i DNA'et t processeres 
under ekspressionen af lipasen fra F. oxysporvm. Peptidsekvenserne peger 
pa Ser303 som den mest sandsynlige C-terminale rest i det modne enzym i 
overensstemmelse med resultatet fra MALDI-TOF-massespektrometri. 

15 

P3 basis af dataene kan det imidlertid ikke udelukkes, at der finder differentiel 
C-terminal processering sted, som forer til heterogene C-termini, for eksempel 
tyder 6t peptid p§, at Phe272 ogsa kan findes som en C-terminal rest. 

20 EKSEMPEL 10 

Generel beskrivelse af assay for enzvmatisk degummering af spiseolie 

Udstvr til udfgrelse af enzvmatisk degummering 

25 

Udstyret bestSr af en 1 l-kappebeklaedt stalreaktor, som er udstyret med et 
staling, en skrue (600 rpm), skaerme, en temperaturfoler, et indlobsror i 
toppen, en tilbagelcbskoler (4 °C) i toppen og et udlobsrer i bunden. 
Reaktorkappen er forbundet med et termostatbad. Udlobsreret er ved hjaelp af 

30 silikoneslanger forbundet til et Silverson-i linie-blandehoved, der er udstyret 

med en Tirkantet hul- h0j shearing-skaerm", som styres af en Silverscm L4RT- 
h0j shearing-lab-blander (8500 rpm, flow ca. 1,1 l/minut). Blandehovedet er 
udstyret med en k0leslange (5-10 °C) og et udlobsnar, der via silikoneslanger 
er forbundet med reaktorens indl0bsr0r. En temperaturf0ler er indsat i 

35 silikoneslangen umiddelbart efter blandehovedet. Den eneste forbindelse fra 

reaktor/blandehoved-systemet til atmosfaeren er gennem tilbagel0bsk0leren. 
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Generel procedure til udforelse af enzymatisk deqummerinq 

Alt kole- og termostatudstyr taendes. Herefter indf0res 0,6 I (ca. 560 g) olie i 
reaktoren, som holdes pa ca. den temperatur, der er nodvendig for det 
specifikke forsog. Lab-blanderen taendes, hvorved olien starter med at 
cirkulere fra reaktoren til blandehovedet og tilbage til reaktoren. Systemet fcir 
mulighed for at aekvilibrere i ca. 10 minutter, i lobet af hvilket tidsrum 
temperaturen finindstilles. Forbehandlingsperioden starter med tilsaetning af 
0,6 g (2,86 mmol) citronsyremonohydrat i 27 g MilliQ-vand (tilsat vand vs. olie 
= 4,8 % (vaegt/vaegt; [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 
4,6 mM), hvilket saetter t = 0. Til t = 30minutter tilsaettes en passende 
maengde af en 4 M NaOH-oplosning. 


0,0 aekviv. 4 M NaOH 
1,0 aekviv. 4 M NaOH 
1,5 aekviv. 4 M NaOH 
2,0 aekviv. 4 M NaOH 
2,5 aekviv. 4 M NaOH 
3,0 aekviv. 4 M NaOH 


-> pH 3,7 
(0,71 ml) -> pH4,5 
(1,07 ml) ->pH5,0 
(1,43 ml) ->pH5,5 
(1,79 ml) ->pH6,2 
(2,14 ml) ->pH8,0 


Til t = 35 minutter udtages prover til P-analyse og pH-bestemmelse. 
Umiddelbart herefter tilsaettes den nodvendige maengde af enzym-optesning 
(slut pa forbehandlingsperiode). Prover til P-analyse og pH-stemmelse 
udtages til t = 1, 2, 3,5, 5, 6 timer, og herefter standses reaktionen. 

Reaktor/blande-systemet tommes og vaskes med 2 x 500 ml 10% 
Deconex/DI-vandoplosning efterfulgt af minimum 3 x 500 ml Dl-vand. Tabel 8 
viser en oversigt over de forskellige tilsaetninger og provetagninger under 
reaktionen. 
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TABEL 8. Plan for enzymatisk deqummerinq 


Tid 

Tilsaetning af 

Provetagning 

r -analyse 

pn-Destemmeise 



X 


o 

Citronsvre 



5 min. 



X 

30 min 


X 

X 

30 + 6 min 

NaOH 



35 min. 


X 

X 

35 ■+ 5 min 

Enzym 



1 time 


X 

X 

2 timer 


X 

X 

3,5 timer 


X 

X 

5 timer 


X 

X 

6 timer 


X 

X 


Phosphor-analyse 

5 Provetagning til P-analyse: 

Anbring 10 ml vand-i-olie-emulsion i et glascentrifugeror. Opvarm emulsionen i 
et kogende vandbad i 30 minutter. Centrifuger ved 5000 rpm i 10 minutter. 
Overfor ca. 8 ml af den everste (olie) fase til et 12 ml-polystyrenrar og lad det 
10 sta (til bundfaeldning) i 12-24 timer. Efter bundfaeldning udtag ca. 1-2 g fra den 

overste Ware fase til P-analyse. 

P-analyse blev udfort i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard 
Methods for the Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7th ed. (1987)": 

15 

Afvej 100 mg MgO (leicht, Merck nr. 5862) i en porcelaensk^l og opvarm med 
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en gasbraender. Tilsaet 1-2 g olie og antaend med en gasbraender til opnaelse 
af en sort, hard masse. Opvarm i en Vecstar-ovn ved 850 °C i 2 timer til 
opnaelse af hvid aske. Oplos asken i 5 ml 6 M HN0 3 og tilsaet 20 ml 
reagensblanding. Hensaet i 20 minutter. Mai absorbans ved 460 nm (anvend 
5 en blank (5 ml HN0 3 + 20 ml reagensblanding) til nuijustering), Beregn ved 

anvendelse af kalibreringskurve. 

pH-bestemmelse 

10 Udtag 2 ml vand-i-olie-emulsion og bland med 2 ml MilliQ-vand. Efter 

faseseparering afpipetter det overste olielag. M£l pH i vandfase med pH- 
elektrode Orion. Malinger omregnes til "reelle" pH-vaerdier ved hjaelp af 
formlen: 

15 pHreei = pH m4 n-0 t 38. 

En kalibreringskurve opnaedes ved hjaelp af optesning af 0,6 g 
citronsyremonohydrat i 27 g Dl-vand, pH i denne optesning blev m§lt ved 
hjselp af pH-elektrode Orion (pHreei). 100 pi blev blandet med 2 ml MilliQ-vand, 
20 og pH i denne optesning blev mart ved hjaelp af pH-elektrode Orion (pH m att). pH 

i citronsyre-optesningen blev aendret gradvist ved hjaelp af tilsaetning af NaOH- 
optesning, og for hver justering blev fortynding og pH-malinger udfsrt som 
beskrevet ovenfor. 

25 EKSEMPEL 11 

Qptimale degummeringsbetinqelser for Lecitase™ 

Alle forsog vedrerende degummering af spiseolie blev udfert som beskrevet i 
30 eksempellO. 

Olie : 

Vanddegummeret rapsfroolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark. 
Batch C00730/B01200, 9 kg, P-indhold 186 ppm (0,47 % phosphatid). 
35 Olien er ikke et kommercielt tilgaengeligt produkt, men er taget direkte fra 

produktionslinien p5 mollen. 
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Enzvm : 

Lecitase™ 10L. 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/ml. 

5 De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforseg med 
Lecitase™ er vist i tabel 9. Standardbetingelser er: enzymdosis 535 U/kg olie 
(1,1 mg/kg olie), 60 °C, 2,0 aekviv. NaOH (pH 5,5). Enzymdosen er varieret fra 
268-1070 U/kg olie, temperaturen er varieret fra 40-70 °C, og NaOH-tilsaetning 
er varieret fra 1,0-3,0 aekviv. svarende til de forskellige pH-niveauer som vist i 

10 tabel 9. 


15 


TABEL 9. Specifikke betingelser for Lecitase™-optimerinq 


For- 
sog 


10 


21 


11 


12 


15 


17 


18 


19 


40 


44 


20 


Rapsfreolie 


Colzro 1200 


Colzro 1208 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1200 


Colzro 1209 


Colzro 1429 


Colzro 1200 


Temp. 
(°C) 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


70 °C 


50 °C 


40 °C 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


60 °C 


/Ekv. 
NaOH 


2,0 


0,0 


2,0 


2,0 


pH- 


ntveau 


5,5 


2,0 


2,0 


2,0 


2,0 


2,0 


1,0 


1.5 


2,5 


3,0 


3.7 


5.5 


5,5 


5.5 


5,5 


5,5 


5.5 


5,5 


4.5 


5.0 


7,0 


8.0 


Enzymdosis 
(U/kg olie) 


0 (blind) 


0 (blind) 


535 


535 


268 


1070 


535 


535 


535 


535 


535 


535 


535 


pH fra t = 35 minutter 
bestemmelser inden for 
eksempel 13 nedenfor. 


- 6 timer. Indenfor dette tidsrum var alle pH- 
et smalt interval. Dette illustreres yderligere i 
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En oversigt over de separate optimeringsundersogelser er vist i tabel 10. 

Resultateme i tabel 10 visen 

5 i) at det af dosis/reaktions-underscgelsen fremgar, at optimal enzymdosis 

(ved 60 °C og 2 ( 0 aekviv. NaOH) er ca. 535 U/kg olie. Halv dosis oger 
degummeringstiden fra ca. 3,5 timer til 6 timer, og tobbelt dosis frembringer 
ingen aendring i degummeringsydeevnen. Enzymblindprove-resultateme er 
indsat til sammenligning, 

10 

ii) at optimal NaOH-tilsaetning er ca. 2,0 aekviv. (pH ca. 5,5) med darlig 
ydeevne ved 1 ,0 aekviv. (pH ca. 4,5) og 3 t 0 aekviv. (pH ca. 8), 

iii) at optimal temperatur er ca. 60 °C, da 70 °C ikke bringer P-niveauet helt 
15 ned, 50 °C oger degummeringstiden fra ca. 3,5 til 6 timer, og 40 °C giver darlig 

ydeevne. 
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TABEL 10: Resultater vedrorende optimerinq af Lecitase™- 
degummerinqsbetingelser 


For- 

Tid 1 0 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

| S09 


0,50 

0,58 

1.0 

2,0 

3,5 

5,0 

6,0 

10 

160 

140 

116 

118 

108 

109 

105 

109 J 

21 

178 

149 

- 

143 

142 

143 

147 

154 

8 

164 

139 

117 

85 

30 

- 

2 

3 

9 

164 

136 

109 

79 

14 

4 

3 

4 

11 

183 

149 

123 

104 

78 

35 

10 

7 

12 

165 

131 

117 

71 

13 

3 

4 

3 

15 

170 

139 

127 

83 

23 

10 

11 

9 

17 

162 

134 

127 

95 

56 

15 

11 

5 

18 

176 

151 

136 

100 

66 

28 

24 

28 

19 

171 

139 

147 

142 

142 

118 

91 

80 

I 40 

184 

149 

157 

126 

109 

73 

40 

30 

44 

226 

202 

197 

148 

99 

66 

40 . 

34 

I 20 

165 

136 

111 

102 

90 

81 

73 



1 Phosphorindhold (ppm) i oliefase ved angivne tidspunkter i timer. 


EKSEMPEL 12 

Qptimale degummerinqsbetingelser for en Fusarium oxysoorum- 
phospholipase ifolqe opfindelsen 

Alle forsog med enzymatisk degummering af spiseolie blev udfort som 
beskrevet i eksempel 10. 
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OHe: 

Vanddegummeret rapsfroolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark. 
Batch C00730/B01208, P-indhold ca. 200 ppm 
Batch C00730/B01209, P-indhold ca. 200 ppm 
Batch C00730/B01429, P-indhold 227 ppm 
Batch C00730/B01430, P-indhold 252 ppm 

Olierne er ikke kommercielt tilgaengelige, men er taget direkte fra 
produktionslinien pa mollen. 

Enzym: 

PL fra Fusarium oxyspomm med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700123, OD 28 o = 1,48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0 t 9 
mg/ml. 

Enzymet var udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor. 

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforsog med PL 
fra Fusarium oxyspomm er vist i tabel 11. Standardbetingelser er: enzymdosis 
1,6 mg/kg olie, 40 °C, 1,5 aekviv. NaOH (pH ca. 5 t 0). Enzymdosis er varieret 
fra 0,2-1,6 mg/kg olie, temperaturen er varieret fra 30-50 °C, og NaOH- 
tilsaetningen er varieret fra 1,0-2,5 aekviv. svarende til de forskellige pH- 
niveauer som vist i tabei 1 1 . 
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TABEL 1 1 . Specifikke betinqelser til o 

Jtimerinq af PL fra Fusarium oxvsoorum 

For- 
| s0 9 

Rapsfreolie 

Temp. 
(°C) 

/Ekv. 
NaOH 

pH-niveau 

Enzymdosis 
(mg/kg olie) 

I 31 

Colzro 1208 

40 °C 

1,5 

5.0 

1,6 

I 53 

Colzro 1429 

40 °C 

1,5 

5,3 

1,6 

| 33 

Colzro 1209 

40 °C 

1,5 

5,0 

0,8 

I 35 

Colzro 1209 

40 e C 

1,5 

5.0 

0,4 J 

36 

Colzro 1209 

40 °C 

1,5 

5,0 

0,2 | 

38 

Colzro 1209 

50 °C 

1.5 

5,0 

1,6 

64 

Colzro 1430 

45 °C 

1,5 

5,0 

1,6 

39 

Colzro 1209 

30 °C 

1,5 

5.0 

1,6 

32 

Colzro 1209 

40 °C 

1,0 

3,5 

1,6 

13 

Colzro 1200 

40 °C 

1.0 

4.5 

1,6 

45 

Colzro 1429 

40 °C 

1,25 

5,0 

1,6 

46 

Colzro 1429 

40 °C 

1.75 

5.5 

1,6 

34 

Colzro 1209 

40 °C 

2.0 

5.5 

1.6 

37 

Colzro 1209 

40 °C 

2.5 

6,2 

1,6 


Forsogsresultaterne er vist i tabel 12 nedenfor. pH-afgive!seme i tidsvinduet 35 
minutter - 6 timer faldt alle inden for de forventede intervaller med kun mindre 
5 uregelmaessigheder. 

Sammenfattet viser resultaterne i tabel 12 nedenfor: 

i) at det af dosis/reaktions-testene fremgSr, at den optimale enzymdosis 
10 (ved 40 °C og 1 ,5 aekviv. NaOH) er ca. 0,8 mg/kg olie, 

ii) at optimal NaOH-tilsaetning er ca. 1,5 aekviv. (pH ca. 5,0) med ingen 
ydeevne ved 1,0 aekviv. (pH ca. 4,5), med begraenset ydeevne ved 2,0 aekviv. 
(pH ca. 5,5) og 2,5 aekviv. (pH ca. 6,2), og 
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iii) at den optimale temperatur er ca. 45 °C, og 50 °C giver begraenset 
ydeevne. 


TABEL 12: Resultater vedrerende optimerinq af Fusarium oxysporum- 
deqummerinqsbetingelser 


For- 

Tid 1 0 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

Tid 1 

— " — i 
Tid 1 

S0g 


0,50 

0,58 

1.0 

2,0 

3,5 

5,0 

6.0 

31 

169 

130 

136 

15 

8 

7 

8 

7 

53 

232 

203 

208 

32 

10 

7 

7 

4 

33 

188 

156 

160 

27 

7 

6 

6 

8 

35 

181 

153 

153 

78 

5 

5 

4 

6 

36 

187 

162 

157 

117 

61 

32 

20 

15 

38 

187 

149 

146 

84 

83 

68 

58 

55 

64 

252 

192 

201 

10 

4 

4 

4 

4 

39 

184 

163 

158 

36 

7 

7 

9 

9 

32 

167 

137 

165 

152 

146 

151 

148 

146 

13 

170 

140 

141 

140 

133 

126 

130 

131 

45 

221 

189 

195 

161 

118 

99 

92 

95 

46 

225 

187 

163 

93 

4 

7 

6 

15 

34 

189 

174 

165 

61 

27 

25 

26 

19 

37 

205 

168 

157 

88 

22 

23 

20 

21 


Vhosphorindhold (ppm) i oliefase pa angivne tidspunkter i timer. 
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EKSEMPEL 13 

Visninq af standard-pH-afviqelser under en enzvmatisk deqummerinqsproces 

Tabel 13 nedenfor viser et gennemsnitseksempel for pH-afvigelser under den 
enzymatiske degummeringsproces, der udfores som beskrevet i eksempel 10. 


Forsogene udfores med Lecitase™. Se eksempel 1 1 for yderligere detaljer. 
TABEL 13: pH-vaerdier fra t = 35 minutter - 6 timer 


Tid (timer) 

pH 
Forsog 8 
(2,0 aekv) 

pH 
Forsog 15 
(2,0 aekv) 

PH 
Forsog 19 
(1,0 aekv) 

pH 
Forsog 20 
(3,0 aekv.) 

0,58 

4,97 

5,80 

4,45 

7.38 

1.0 

5,82 

5.75 

4,46 

7.63 

2,0 

5,50 

5,44 

4,57 

8,13 

3,5 

5,35 

5,34 


8,37 

5,0 

5,25 

5,47 

4,47 

8,21 

6,0 

5,01 

5,26 

4,43 

8,05 


Hvis ikke andet er angivet i eksemplerne p£ forsog med enzymatisk 
degummering, der er beskrevet heri, var standard-pH-afvigelseme i naevnte 
forsog som vist i tabel 1 3 ovenfor. 

EKSEMPEL 14 

Sammenliqninq af enzvmatisk deqummerinqskapacitet hos Lecitase™ oq en 
phospholipase fra Fusarium oxvsporum ifolqe opfindelsen 

I figur 2 er vist resultaterne fra PL'eme under deres respektive optimale 
betingelser, som bestemt i eksempel 11 og 12 ovenfor. 

Forsogsbetingelser, der er vist i figur 2: 
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Lecitase™: 60 °C, pH 5,5 (2,0 aekviv. NaOH) og 1 mg enzym/kg olie (ca. 535 
U) (forseg nr. 9). 

Fusarium oxysporum PL: 40°C t pH 5,0 (1,5 aekviv. NaOH) og 0,8 mg 
enzym/kg olie (forsog nr. 33). 

Fusarium oxysporum PL: 45 °C, pH 5,0 (1,5 aekviv. NaOH) og 1,6 mg 
enzym/kg olie (forsog nr. 64). 

Tilsyneladende giver PL fra Fusarium oxysporum en meget hurtig 
degummeringseffekt sammenlignet med Lecitase™. 

PL fra Fusarium ifalge opfindelsen giver en naesten total degummering efter 
ca. 25 minutters kontakt mellem enzym og olie. 

EKSEMPEL 15 

Bestemmelse af maenqden af ikke-hvdrerbare phospholipider, som er til stede 
i forskellige typer af spiseolier 

Olier : 

R&rapsfreolie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01146, P-indhold 609 ppm. 
Denne batch indeholder faste rester. 

Rarapsfroolie fra Scanola (Danmark). 
Batch C00745/B01593, P-indhold 315 ppm. 

Filtreret rarapsfraolie. 

Batch C00745/B01146 filtreret, P-indhold 231 ppm. 

Denne olie er Batch C00745/B01146 ovenfor (609 ppm), der er filtreret 
gennem et 100 pm Johnson-filter. 

Rarapsfr0olie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01700, P-indhold 459 ppm. 

Rapsfr0olie fra Lurgi, Tyskland. 
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Batch C00932/B1381, P-indhold 148 ppm. 

Rasojabonneolie fra Arhus Oliefabrik, Danmark. 
Batch C00744/B01145, P-indhold 593 ppm. 

5 

Bestemmelse af maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede 
i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor, blev udf0rt ved hjaelp af 
forbehandling af olierne ved hjaelp af en oplosning, som omfatter 
c'rtronsyremonohydrat i vand som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

10 

I korte traek omfatter forbehandlingsprocessen, 

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjaelp af tilsaetning af en 
oplosning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie = 

15 4,8 % vaegt/vaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6 
mM) i 30 minutter, 

ii) overforsel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et 
reagensglas, 

20 

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter, 

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter, 

25 v) overforsel af ca. 8 ml af den overste (olie) fase til et nyt reagensglas og 

henstand til bundfaeldning i 24 timer, 

efter bundfaeldning udtag 2 g fra den overste klare fase til maling af det ikke- 
hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. ppm-vaerdien blev bestemt 
30 som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Ifolge denne proces var maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som var 
til stede i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor: 

35 rarapsfroolien nr. 1146 fra AOM, der indeholder fast partikelholdigt materiale, 
som til dels er ansvarligt for det hoje P-niveau (609 ppm), filtrering gennem et 
100 |jm Johnson-filter gav en War olie med et P-indhold p§ 231 ppm. 


NZAS-0007652 


91 


Forbehandling af raolien og af den filtrerede olie gav et P-niveau pa 140 ppm, 
som er et mal for de ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede i olien; 

phospholipid-indholdet i en rarapsfreolie fra Scanola blev reduceret fra 315 
ppm til ca. 30 ppm ved hjaelp af forbehandling, 

phospholipid-indholdet i en rapsfr0olie t som var opniet fra Lurgi (sandsynligvis 
vilkSrfig blanding af raolie og totalt raffineret olie), blev reduceret til 60 ppm ved 
hjaelp af forbehandlingsprocessen, 

forbehandling rarapsf raolie nr. 1710 fra AOM reducerede P-indholdet fra 459 
til 200-250 ppm, 

ved rasojabonneolie nr. 1145 fra AOM reducerede forbehandling P-niveauet 
fra 593 til 10 ppm. Denne sojabonneolie er et eksempel p& en olie, der kan 
degummeres ved hjaelp af vanddegummering/citrat-behandling alene. 
Enzymtilsaetning til denne rasojabonneolie efter forbehandling reducerede ikke 
P-indholdet yderligere. 

Disse data viser, at phospholipid-sammensaetningen (hydrerbart vs. ikke- 
hydrerbart phospholipid) i rarapsf roolie varierer meget fra 6n batch til en 
anden, og f0lgeligt vil niveauet af resterende phospholipid i vanddegummeret 
rapsfroolie variere over et bredt interval (30 ppm (Scanola) til 200-250 ppm 
(AOM)). 

Til enzymatisk degummering afhaenger den optimale enzymdosis af msengden 
af ikke-hydrerbart phospholipid, som er til stede efter degummering eller 
forbehandling. 

Endvidere gselder det, at jo hojere maengde af ikke-hydrerbart phospholipid, 
der er til stede i olien, jo mere anvendelig er den enzymatiske 
degummeringsmetode. 

Dette illustreres ogsS i eksempel 16 nedenfor, hvor den foreliggende 
opfindelse viser enzymatisk degummering af rSrapsfroolie nr. 1146, som har et 
ikke-hydrerbart phospholipid-niveau pa ca. 140 ppm. 
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EKSEMPEL 16 

Deaummerinq af rarapsfro-spiseolie (I) 

Forsog A og B blev udfort ifoige "General procedure til udforelse af 
enzymatisk degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Olie : 

Rarapsfroolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01146 t P~indhold 609 ppm. 
Denne batch indeholder faste rester. 

Enzym : 

Lecitase™ 10 L. 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/ml. 

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700123, OD 2 bo = 1,48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,9 
mg/ml. 

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
Forseq A (reference) 

0,6 I (580 g) rarapsfreolie tilfores udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplosning, som giver en pH 
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilsaettes 30 pi (300 U) Lecitase™ 10L (som er 
leveret af Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter 
centrifugering savel som pH-vaerdieme i vandfasen er vist i tabel 14. 
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TABEL 14, Resultater fra deqummering af rarapsfreolie med Lecitase™ 


Tiri 

1 IU 

(timer) 

r nospnonnanoiu i 
oliefase 

PH 

0 

609 


0,50 

155 

4,8 

0,58 

146 

5.6 

1.0 

127 

5.6 

2,0 

88 

5.7 

3.5 

61 

5.7 

5.0 

44 

5.6 

I 6,0 

34 

5.8 


Fors0q B 


0,6 I (581 g) rarapsfreolie tilf0res udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t - 30 
minutter tilsaettes 1,07 ml (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplosning, som giver en pH 
pa ca. 5,4. Til t = 35 minutter tilsaettes 1 ml (0,9 mg) af en oprenset optesning 
(eksempel 2) af phospholipase fra F. oxysporum, Det malte phosphorindhold i 
oliefasen efter centrifugering savel som pH-vaerdierne i vandfasen er vist i 
tabeMS. 
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TABEL 15. Resultater fra degummering af r5rapsfr0olie med phospholipase 
fra F. oxvsporum 


Tid 

Phosphorindhold i 

pH 

(timer) 

oliefase 


0 

609 


0,50 

155 

4,9 

0,58 

149 

5,4 

1,0 

91 

5,3 

2,0 

13 

5,4 

3,5 

11 

5,3 

5,0 

13 

5,4 

6,0 

10 

5,2 | 


EKSEMPEL 17 


Degummering af rarapsfrp-spiseolie (H) 

Forsog A og B blev udfort ifolge "Generel procedure til udforelse af 
enzymatisk degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor. 

Ohe: 

RSrapsfroolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00745/B01710, P-indhold 459 ppm. 

Enzvm : 

Lecitase™ 10 L. 

Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/mi. 

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID 
NO: 2. 

Batch F-9700470, OD 2 eo = 0,8, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,45 
mg/ml. 

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor. 
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Forseq A 

0,6 I (580 g) rarapsfraolie tilfores udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH 
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (for eksempel 
50 pi (ca. 500 U) til 1 mg enzym/kg olie) af Lecitase 10L (som er opnaet fra 
Novo Nordisk A/S). Det m^lte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering 
er vist i tabel 16. 


TABEL 16. Resultater fra degummerinq af r&rapsfroolie med Lecitase 


Tid 
(timer) 

1 mg Lecitase 
/kg olie P(ppm) 

2 mg Lecitase 
/kg olie P(ppm) 

3 mg Lecitase 
/kg olie P(ppm) 

0 

459 

459 

459 

0,50 

251 

235 

248 

0,58 

202 

194 

202 

1.0 

181 

186 

183 

2,0 

165 

156 

107 

3,5 

111 

66 

11 

5,0 

52 

12 

12 

6,0 

20 

5 

9 


Forsgg B 

0,6 I (581 g) rirapsfroolie tilfores udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,07 ml (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplosning, som giver en pH 
pa ca. 5,0. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (det vil sige 
1,6 mg enzym/kg olie og 3,2 mg enzym/kg olie) af en oprenset oplosning af 
phospholipase fra F. oxysporum. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter 
centrifugering er vist i tabel 17. 


NZAS-0007657 


96 


TABEL 17. Resultater fra deqummerinq af rarapsfroolie med phospholipase 


fra F. oxvsDorum 


i: 


Tid 

1 ,6 mg Fusariuml 

3,2 mg Fusariuml 

(timer) 

kg olie, P(ppm) 

kg olie, P(ppm) 

0 

459 

459 

0,50 

236 

208 

0,58 

193 

173 

1,0 

109 

96 

2.0 

9 

7 

3.5 

9 

8 

5.0 

9 

9 

I 6.0 

9 

9 


Sammenfattet viser resultateme: 

5 

Lecitase.60 °C, pH 5,5 

Enzymdosen blev varieret fra 1,0 til 3 ( 0 mg/kg olie. Resultateme er vist i tabel 
16 ovenfor. Ved en enzymdosis pa 1,0 mg/kg olie var degummering langsom 
og gav ca. 20ppm efter 6 timer. Med de hoje enzymdoser blev 
10 degummerings-ydeevnen forbedret til opnaelse af et phosphorindhold pa 10 

ppm efter ca. 3,5 timer med 3,0 mg enzym/kg olie. 

Det formodes, at ydeevnen vil forbedres yderligere, hvis der anvendes h0jere 
enzymdoser. 

15 

F. oxvsporum PL. 45 °C, pH 5,0 

Enzymdoseme 1,6 og 3,2 mg/kg olie blev testet, og ydeevnen viste sig at vaere 
lige god (tabel 17 ovenfor). Med 1,6 mg enzym/kg olie - eller muligvis mindre - 
observeredes fortraeffelig degummering, som gav 9 ppm P efter ca. 2 timer. 
20 Det forventes, at det er muligt at anvende endnu lavere maengder af F. 

oxysponvm-phospholipase (for eksempel 0,9 mg/kg olie) og stadig opna god 
degummerings-ydeevne. 
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EKSEMPEL 18 

Deqummering af vanddeqummeret spiseolie ved anvendelse af et 
phospholipase-praeparat, der er opnaet fra Fusarium culmorum 

Der blev udfort et forsog ifolge "Generel procedure til udforelse af enzymatisk 
degummering" som beskrevet t eksempel 10 ovenfor. 

OHe: 

Vanddegummeret rapsfroolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark. 
Batch C00730/B01700, P-indhold 231 ppm. 

Enzym : 

Et fermenteringsmedium fra Fusarium culmorum. 

En Fusarium culmonjm-sXamme blev dyrket og centrifugeret, og supernatanten 
blev oprenset som beskrevet nedenfor. 

Podekulturer af stammen Fusarium culmorum CBS 513.94 (deponeringsdato 
den 25. oktober 1994) blev frembragt i 500 ml-rystekolber, som indeholdt 100 
ml af folgende sammensaetning: 

Majsudblodningsvaeske (torret) 12 g/l 

Glucose 24 g/l 

Til hver kolbe tilsaettes 0,5 g CaC0 3 og 0,5 ml olie. pH justeres til 5,5 for 
autoklavering. 

Efter 3 dage ved 26 °C og 250 rpm blev 5 ml af hver af podekulturerne podet i 
rystekolber, som indeholdt 100 ml af folgende medium: 


Pepton, Difco 0118 6 g/l 

Pepticase, Sheffield Products 4 g/l 

Gaerekstrakt, Difco 0127 3 g/l 

Ksdekstrakt, Difco 01 26 1 ,5 g/l 

Dextrose, Roquette 101-0441 1 g/l 

Olivenolie, Sigma 1 0 g/l 
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pH justeres til 7,3-7,4 for autoklavering. 

Dyrkning fandt sted i 9 dage ved 26 °C og 250 rpm. Medieme blev 
centrifugeret og filtreret (0,45 Mm) og supernatanterne opsamlet og anvendt til 
degummeringsforsogene, der er vist nedenfor. 

/Estimeret aktivitet 200 PHLU/ml. 

Forsoq: Enzvmatisk deqummering af en vanddeqummeret olie ved 
anvendelse af et phospholipase-praeparat, som er opn5et fra Fusarium 
culmorum 

0,6 I (581 g) rarapsfroolie tilfores udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-opl0sning, som giver en pH 
pa ca. 5,5. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (det vil sige 1070 
PHLU/kg olie) af en oprenset oplesning af phospholipase fra F. culmorum. Det 
malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er vist itabel 18. 

TABEL 18. Resultater fra deqummering af rarapsfreolie med phospholipase 
fra F. culmorum 


Tid 
(timer) 

1070 U F. culmorum 
/kg olie 
P(ppm) 

0 

254 

0,0 


0,58 

213 

1,0 

137 

2,0 

61 

3,5 ' 

9 

5,0 

8 

I 6,0 

7 
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EKSEMPEL 19 

Enzvmatisk deqummerinq af r5olie ved anvendelse af Deqonnma VOD 

5 Olie: 

Rarapsfroolie C00745/B01700, P-indhold 459 ppm. 

Enzvm : 

En kommerciel tilgaengelig phospholipase Degomma VOD (Rohm, Tyskland), 
10 aestimeret koncentration 10 mg/ml. 

0,6 I (581 g) rarapsfraolie tilfores udstyret og opvarmes til 50 °C. Til t = 30 
minutter tilsaettes 0,714 ml (2,86 mmol) 4 M NaOH-opl0sning, som giver en pH 
p& ca. 4,5. til t = 35 minutter tilsaettes en passende maengde (det vil sige 3,6 
15 mg/kg olie eller 7,1 mg/kg olie) af en oprenset oplosning af Degomma VOD- 

phospholipase. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er 
vist i tabel 19. 


TABEL19 


| Tid 

3,6 mg/kg olie 

7,1 mg/kg olie 

0 

276 

273 

0,50 

216 

253 

0,58 

210 

246 

1.0 

127 

94 

2,0 

45 

16 

3.5 

15 

7 

5,0 

15 

10 

6,0 

14 

10 


20 

Dette eksempel viser, at Degomma VOD er i stand til at degummere en 
spiseolie. For at opn§ en tilfredsstillende degummering af naevnte olie kraeves 
imidlertid relativt heje doser af Degomma VOD sammenlignet med Fusarium- 
phospholipasen ifolge opfindelsen. Se for eksempel eksempleme 16 og 17 til 
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sammenligning. 
EKSEMPEL 20 

5 Anvendelse af en phospholipase. der er opnSet fra F. oxysporum. som et 

bredforbedrende middel 

Materialer oq metoder 

10 Fremstillinq af brod 

Europaeiske almindeligt dej-hvidt br0d og kuvertbrod blev fremstillet ud fra 
folgende grundopskrift: 


15 Grundopskrift 

Mel (Meneba BBZ) 1 00 % (2000 g) 

Vand 61 % 

Gaer 4 % 

Salt 1,5% 

20 Sukker 1,5% 

Ascorbinsyre 40 ppm 

Baqeprocedure 

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min. 

25 Blanding (spiralblander), 1250 rpm 3,5 min. 

Vurdering af dej 7 min. 

Fermentering (stuetemperatur) 1 5 min. 

Valsning/formning 3 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

30 Sammenfoldning 2 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

Valsning/formning/i form 2 min. 

Haevning (32 °C, 82 % RH) 

Kuvertbr0d: 45 min. 

35 Formbrod: 55 min. 

Bagning (230 °C) 

Kuvertbrod: 22 min. 
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Formbrod: 35 min. 
Vurdering af dei og baate produkter 

Egenskaberne for dejen og de bagte produkter blev bestemt som f0lger: 

Specifikt volumen-ideks : Volumen af et brad eller et kuvertbrod males ved 
hjaelp af den traditionelle rapsfro-fortraengningsmetode. Det specifikke 
volumen beregnes som volumen ml pr. g bred. Det specifikke volumen af 
kontrollen (uden enzym) defineres som 100. Det relative specifikke volumen- 
indeks beregnes som: 


Dejens kleebetilbojelighed vurderes manuelt i overensstemmelse med 
folgende skala: 


Specifikt volumen-indeks = 


bredets specifikke volumen 
specifik volumen af kontrolbred x 1 00 


Kuvertbr0dform: 


meget Had 
flad 


normal 
god/rund 


1 

2 
3 


4 


meget god 
for rund 


5 


6 
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RESULTATER 


TABEL 20 


C 


Enzym/ 
auuiuv 









A) 





1 

1 

1 

1 

B) 


500 

1500 

3000 


500 

1500 

3000 

C) 

100 

110 

106 

93 

99 

111 

116 

108 

D) 

100 

106 

99 

94 

102 

107 

109 

103 

E) 

3 

4 

4 

3 

3 

4 

5 

4,5 


A) Lecimulthin 100 (g/kg me!) 


5 B) F.o.-phospholipase (LU/kg mel) 

C) Specifikt volumen-indeks (kuvertbrad) 

D) Specifikt volumen-indeks (formbrod) 

E) Kuvertbradform (score) 

1 0 *Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark). 

Resultaterne viser en klar volumenforogende effekt af Fusahum oxysporum- 
phospholipase pa bade kuvertbnad og formbrod ved opskriften, som ikke 
indeholder lecithin. Hvis lecithin indbefattes i opskriften, opnas endnu bedre 
15 volumeneffekter, selvom lecithin ikke selv bidrager til volumen. En statistisk 

analyse (ANOVA, a = 0,05), som blev udfort i Statgraphics Plus, release 3.0, 
viser en signifikant positiv synergi mellem phospholipasen og lecithinen. 

BSde med og uden lecithin i opskriften opnas en betydeligt forbedret form af 
20 kuvertbrod med F. oxyspo/um-phospholipasen. I dette eksempel opnaedes 

den bedste kuvertbrodform ved en blanding af lecithin og phospholipase (1500 
LU/kg mel). 

EKSEMPEL 21 

25 

Anvendelse af en phospholipase, der er opnaet fra F. oxvsoorum, som et anti- 
friskhedstabende middel 
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Materialer og metoder 
Fremstilling af brod 

Europaeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstillet ud fra 
5 folgende grundopskrift: 


Grundopskrift 

Mel (Meneba BBZ) 1 00 % (2000 g) 

Vand 61 % 

10 Gaer 5 % 

Salt 1,5% 

r- Sukker 1,5% 

Ascorbinsyre 40 ppm 

15 Baqeprocedure 

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min. 

Blanding (spiralblander), 1250 rpm 3,5 min. 

Vurdering af dej 7 min. 

Fermentering (stuetemperatur) 1 5 min. 

20 Valsning/formning 3 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

Sammenfoldning 2 min. 

Hvile ved stuetemperatur 5 min. 

Valsning/formning/i form 2 min. 

Q 25 Haevning (32 °C, 82 % RH) 55 min. 

Bagning (230 °C) 35 min. 


I dette eksempel blev brodene anbragt i forme med lag for at undgS forskelle i 
de specifikke volumener for strukturanalyse. Efter nedkoling blev brodene 
30 opbevaret ved stuetemperatur, pakket i plastikposer. 
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Vurdering af baqte produkter 

Vurdering af friskhedstab og struktur kan udfores ifolge AACC-metoden 74-09. 
En vurdering af brodkrummers btodhed som indikator for brads friskhedstab 
blev udfort 0, 1 , 3 og 7 dage efter bagning i overenstemmelse med felgende 
5 procedure: 

En skive br0d blev komprimeret ved konstant hastighed i en strukturanalyse 
(TA TX-2), og styrken af kompressionen blev malt i g. Krummens fasthed 
males som styrken ved 25 % kompression. En brodkrummes fasthed stiger 
1 0 efterhanden som brodet mister friskhed. 

Resultater 

Resultaterne fra fasthedsmalinger som funktion af opbevaringsdage er vist i 
15 tabel 21. Lecimulthin blev tilsat i en koncentration pa 1 g/kg mel, og Fusarium 
oxysponvm-phospholipasen blev tilsat i en dosis pa 500 U/kg mel. Hvert 
resultat i tabellen er gennemsnitsvaerdien for 6 malinger (2 bred, 3 malinger pa 
hver). 

20 TABEL 21 


Enzym/additiv 

Fasthed 
DagO 

Fasthed 
Dag 1 

Fasthed 
Dag 3 

Fasthed 
Dag 7 

Kontrol 

223 

350 

631 

1061 

Lecimulthin 100* 

225 

261 

532 

1010 

Phospholipase 

201 

303 

573 

1257 

Lecimulthin 100* 
+ phospholipase 

169 

304 

468 

834 


'Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark). 


Som det fremgar af tabel 21, var brodene, der var behandlet med 
phospholipase, lidt blodere end kontrollen op til 3 dages opbevaring. I 
25 kombination med lecithin kunne der opnis en betydelig anti-friskhedstabende 
effekt under hele opbevaringen (som ikke er ophSelig med lecithin eller 
phospholipase alene). 
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SEKVENSLISTE 


SEQ iP NO: 1 viser en klonet DNA-sekvens ifclge opfindelsen, som omfatter 
en DNA-sekvens, der koder for et enzym, som fremviser phospholipase- 
aktivitet. 

(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 1 

(i) SEKVENSEGENSKABER: 

(A) L/ENGDE: 1170basepar 

(B) TYPE: nukleinsyre 

(C) BESKAFFENHED: enkeltstrenget 

(D) TOPOLOGI: lineaer 

(ii) MOLEKYLETYPE: cDNA 

(vi) NATURLIG OPRINDELSE: 

(A) ORGANISME: Fusarium oxysporum 

(B) STAMME: DSM 2672 

(ix) EGENSKAB: 

(A) NAVN/KODE: CDS 

(B) PLACERING:23..1063 

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 1 


TTCCACAATA TTCCTTCTCA ATC CTT CTT CTA CCA CTC CTC TCC CCC ATC 52 
Met Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala lie 

a s 10 


ACC CTC CCC GTA CCC ACT CCT CTA CCT CTC CAC CAC TAC CTC AAC TCT 
Thr Leu Ala Val Ala Sex Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr Val Asn Ser 
15 20 25 

CTT CAC CAC CCA CCT CTT CCT CTC ACT ACA ACC CAC TTC ACC AAC TTC 
Leu Clu Clu Arg Ala Val Cly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe 
30 35 « 

AAC TTC TAC ATC CAA CAC CCC CCC CCA CCT TAC TCC AAC TCT CAA CCC 
Lya Pbe Tyr He Gin His Cly All Ala Ala Tyr Cya Aon Ser Clu Ala 


100 


148 


19B 
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45 50 5^ 

CCA GCT GCT TCC AAC ATC ACC TGC TCC AAC AAT GGC TCT CCA ACC CTT 
Ala Ala Cly Sex Ly» lie Thr Cya Ser Asn Asn Cly Cya Pro Thr Val 
60 65 70 

CAG GGC AAC GCA GCG ACC ATC GTG ACA TCT TTC GTT CGC TCC AAC ACA 
Gin Gly Asn cly Ala Thr lie Val Thr Ser Pbe Val Gly ser Lya Thr 
75 80 BS 90 

GGT ATC GGT GGC TAC CTC CCG ACA GAC TCT GCC CCA AAG GAA ATC CTC 
Gly He Gly Gly Tyr Val Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lya Glu Ho Val 
95 100 105 

GTC TCC TTC CGC GGA AGC ATC AAT ATT CCA AAC TGC CTT ACC AAC CTC 
Val Ser Phe Arg Cly Ser He Asn He Arg Asn Trp Leu Thr Asn Leu 
110 115 120 

GAC TTC GGC CAC GAA CAC TGC ACT CTC GTC TCT GGA TGC GCT GTG CAC 
Asp Phe Gly Gin Glu Asp Cya Ser Leu Val Ser Cly Cys Gly Val His 
125 130 135 

TCT GGC TTC GAG CCA GCC TGC "AAT GAU" ATC- TCC TCT CaA f^OA ACC GCT 

ser Gly Phe Gin Arg Ala Trp Asn Glu lie Ser Ser Gin Ala Thr Ala 
ICO 145 150 

GCT GTT GCC TCC GCC CGC AAC CCC AAC CCT TCT TTC AAC GTC ATT TCT 
Ala Val Ala Ser Ala Arg Lya Ala Asn Pro Ser Phe Asn Val He Ser 
155 160 165 "O 

ACA CGC CAC TCC CTT CCA GCT CCC GTG GCC GTT CTT CCT GCC GCA AAC 
Thr Gly His Ser Leu Gly Cly Ala Val Ala Val Leu Ala Ala Ala Asn 
175 180 185 

TTC AGA GTC GGT GGA ACA CCC GTC GAT ATT TAC ACC TAC GCC TCT CCC 
Leu Arg Val Gly Gly Thr Pro Val. Asp He Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro 
190 195 200 

CCT GTC CCA AAC GCG CAC CTC TCA GCC TTC GTC TCA AAC CAC GCT GGT 
Arg Val Cly Asn Ala Gin Leu Ser Ala Phe Val Sar Asn Gin Ala Gly 
205 210 215 

CCA GAG TAC CCC GTT ACA CAC GCT GAT CAC CCT GTC CCC CGT CTC CCT 
Cly Glu Tyr Arg Val Thr His Ala Asp Asp Pro Val Pro Arg Leu Pro 
220 225 230 
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CCT CTC ATC TTC CCA TAC AGO CAC ACA ACT CCT CAC TTC TCC CTG TCC 772 
Pro Leu lie Phe Cly Tyr Arg Hie Thr Thr Pro Glu Pbe Trp Leu Ser 
235 240 245 250 

CCC CCT GCA GGC CAC AAG CTT CAC TAC ACC ATC AGC GAT GTC AAG GTC 820 
Cly Cly Cly Cly Asp Lys Val Asp Tyr Thr He Ser Asp Val Lye Val 
255 260 265 

TCT CAC CCT CCT CCC AAC CTT CCA TCC AAC CCT CCA ACT CTT CCT TTC 868 
Cys Glu Gly Ala Ala Asn Leu Gly Cya Asn Gly Gly Thr Leu Gly Leu 
270 275 280 

CAT ATT CCT CCT CAT CTC CAT TAC TTC CAC GCG ACT CAC CCC TCT AAC 916 
Aop lie Ala Ala His Leu Hie Tyr Phe Cln Ala Thr Asp Ala Cys Asn 
285 290 295 

CCT GGT CGC TTC TCT TCG CCA CCA TAC AG A ACC CCC GAG ACC CTC CAC 964 
Xla Cly Cly Phe Ser Trp Arg Arg Tyr Arg Sex Ala Clu Ser Val Asp 
300 305 310 

AAG ACC CCC ACC ATC ACT CAT CCC CAC CTT GAG AAG AAC CTG AAC TCT 1012 
Lys Arg Ala Thr Met Thr Asp Ala Glu Leu Clu Lyo Lys Leu Asn Ser 
315 32C 325 330 

TAT CTC CAC ATC GAT AAG GAG TAT CTG AAG AAT AAC CAG GCC CCC TCT 1060 
Tyr Val Cln Met Asp Ly» Clu Tyr V»l Lyo Asn Asn Cln Ala Arg Ser 
335 340 345 

TAA CCACCCTATC AGCTTTCATC CCAAATCACA TGATTCATCA ACCAAACCAT 1113 


ACTACATATC ATCCAAATAC CATATAAAAA CATATTTCAT TCACTACCTT TACACAA 1170 


SEQ ID NO: 2 viser aminosyresekvensen for en phospholipase ifolge 
opfindelsen. 

(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 2 

(i) SEKVENSEGENSKABER: 

(A) LdENGDE: 346 aminosyrer 

(B) TYPE: aminosyre 
(D) TOPOLOGI: lineaer 

(ii) MOLEKYLETYPE: protein 

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 2 
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Met Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala lie Thr Leu Ala Val Ala Ser 
1 5 10 15 

Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr Val Asn Ser Leu Clu Glu Arg Ala Val 
20 25 30 

Cly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe Lys Phe Tyr He Gin His 
35 40 45 

Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Clu Ala Ala Ala Gly Ser Lys He 
50 55 60 

Thr Cys Ser Asn Asn Gly Cys Pro Thr Val Gin Gly Asn Cly Ala Thr 
65 70 7S 80 

He Val Thx Ser Phe Val Cly Ser Lys Thr Gly He Gly Gly Tyr Val 
85 90 95 

Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lys Glu He Val Val Ser. Phe Arg Gly Ser 
100 105 110 

He Asn He Arg Asn Trp Leu Thr Aan Leu Asp Phe Gly Gin Glu Asp 
^ 115 120 125 

O 

Cyo Ser Leu Val Ser Gly Cys Gly Val His Ser Gly Phe Gin. Arg Ala 
130 135 140 

Trp Asn Glu He Ser Ser Gin Ala Thr Ala Ala Val Ala Ser Ala Arg 
145 150 155 160 

Lys Ala Asn Pro Ser Phe Asn Val He Ser Thr Gly His Ser Leu Gly 
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165 170 175 

Gly Ala Val Ala Val Leu Ala Ala Ala Asn Leu Arg Val Gly Gly Thr 
180 185 190 

Pro Val Asp lie Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro Arg Val Gly Asn Ala Gin 
195 200 205 

Leu Ser Ala Phe Val Ser Aan Gin Ala Gly Cly Glu Tyr Arg Val Thr 
210 215 220 

Hia Ala Asp Asp Pro Val Pro Arg Leu Pro Pro Leu lie Phe Gly Tyr 
225 230 235 240 

Arg His Thr Thr Pro Glu Phe Trp Leu Ser Gly Gly Gly Gly Asp Lys 
245 250 255 

Val Asp Tyr Thr lie Ser Asp Val Lys Val Cys Glu Gly Ala Ala Asn 
260 265 270 

Leu Gly Cys Asn Gly Gly Thr Leu Gly Leu Asp lie Ala Ala His Leu 
275 280 2B5 

Bis Tyr Phe Gin Ala Thr Asp Ala Cys Asn Ala Gly Gly Phe Ser Trp 
290 295 300 

Arg Arg Tyr Arg Ser Ala Glu Ser Val Asp Lys Arg Ala Thr Met Thr 
305 310 315 320 

Asp Ala Glu Leu Glu Lys Lys Leu Asn Ser Tyr Val Gin Met Asp Lys 
325 330 335 

Glu Tyr Val Lys Aan Asn Gin Ala Arg Ser 
340 345 


5 
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P a t e n t k r a v: 

1. Polypeptid, som fremviser phospholipase A-aktivitet, der er valgt fra gruppen, 
som bestar af: 

5 

(a) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A-kodende del af DNA- 
sekvensen, der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia 
coli-DSM 11299, 

10 (b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31-346 i 

SEQ ID NO: 2 t 

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31-303 i 
SEQ ID NO: 2, og 

15 

(d) et polypeptid, der er mindst 70 % homologt med polypeptide^ der er 
defineret i (a), (b) eller (c). 

2. Polypeptid ifelge krav 1, som er en phospholipase A1. 

20 

3. Polynukleotid, som omfatter en sekvens, der er valgt fra gruppen, som bestar 
af: 

^ (a) den phospholipase A-kodende sekvens, der er klonet ind i plasmid pYES 

^ 25 2.0, som er til stede i Escherichia coli-DSM 1 1299, 

(b) nukleotiderne 23-1063 i SEQ ID NO: 1 . 

(c) nukleotiderne 113-1 063 i SEQ ID NO: 1 , 

30 

(d) nukleotiderne 1 1 3-931 i SEQ ID NO: 1 , 

(e) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-346 i SEQ ID NO: 2, 
35 (f) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-303 i SEQ ID NO: 2, og 

(g) et polynukleotid, der er mindst 70 % homologt med et hvilket som heist 
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af ovennaevnte polynukleotider, hvor polynukleotidet koder for et poiypeptid, der 
fremviser phospholipase A-aktivitet. 

4. Polynukleotid ifolge krav 3, der koder for et phospholipase A1 -poiypeptid. 

5. Vektor, som omfatter polynukleotidet ifolge krav 3 eller 4. 

6. Vaertscelle, som omfatter vektoren ifolge krav 5. 

7. Vaertscelle ifolge krav 6, som er en eukaryotcelle, isaer en svampecelle ( 
sasom en tradsvampecelle, for eksempel Aspergillus eller Fusarium. 

8. Fremgangsmade til frembringelse af en phospholipase A, som omfatter; 

(a) dyrkning af vaertscellen ifolge krav 6 eller 7 under betingelser, der er 
passende til ekspression af phospholipasen og 

(b) indvinding af phospholipasen. 

9. Anvendelse af polypeptidet ifolge krav 1 eller 2 i en proces, som omfatter 
behandling af et phospholipid eller lysophospholipid med phospholipasen til 
hydrolysering af fedtacylgrupper, 

10. Anvendelse af polypeptidet ifolge krav 1 eller 2 i en proces til reduktion af 
indholdet af phospholipid i en spiseolie, der har et phosphorindhold fra 50-250 
ppm, som omfatter behandling af olien med polypeptidet til hydrolysering af en 
stor del af phospholipidet og separering af en vandfase, som indeholder det 
hydrolyserede phospholipid, fra olien. 

1 1 . Anvendelse af polypeptidet ifolge krav 1 eller 2 i en proces til frembringelse 
af et bagt produkt, som omfatter tilsaetning af polypeptidet tif en dej og bagning 
af dejen til frembringelse af det bagte produkt. 
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Novozymes A/S 
Att.: Mira Hansen 
Krogshejvej 36 
2880 Bagsvaerd 


Reference 


Country 


Short title 

Acton 

Term 


31 SEP 200 2 
. MSH 


Den 27. September 2002 


Vi kvitterer hermed for modtagelse af sagsnr. p4798202dk, der skal oversaettes fra engelsk til 
dansk. 

Vi bekraefter samtidig, at fristdatoen er den 6. december 2002. 


Med venlig hilsen 
Lingtech A/S 

stina Breyen 
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